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VKurzfassung
In  dieser  Arbeit  wurden  die  Auswirkungen  abiotischer  Stressfaktoren  auf  den 
Metabolismus von Pseudomonas putida mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie 
(GC-MS) untersucht. Ein Vergleich der quantitativen Metabolitzusammensetzung über den 
Verlauf einer Batch-Kultivierung von  P. putida zeigte spezifische Regulationsphänomene 
von Metabolitgruppen, die den einzelnen Wachstumsphasen zugeordnet werden konnten. 
Bei  Wachstum  auf  verschiedenen  Kohlenstoffquellen  (Glukose,  Succinat,  Benzoat) 
ergaben  sich  substrat-spezifische  Metabolitmuster,  die  aber  nur  zum  Teil  mit  den 
Intermediaten der  unterschiedlichen Eintrittswege in  den Stoffwechsel  korrelierten.  Die 
Kultivierung  auf  Succinat  zeigte  signifikante  Veränderungen  von  Intermediaten  des 
Stickstoffmetabolismus,  während  die  Kohlenstoffquelle  Benzoat  erniedrigte 
Metabolitpools des Zentralstoffwechsels  hervorrief,  u.a.  der Nukleotid-Biosynthese.  Die 
zelluläre  Antwort  auf  den  Einfluss  von  Kälte  (10 °C)  manifestierte  sich  in  der 
Akkumulation  diverser  Metabolite  des  Citrat-Zyklus,  phosphatierter  Saccharidderivate 
sowie Verbindungen mit einer verzweigten Molekülstruktur. Ein qualitativer Vergleich der 
Metabolitzusammensetzung  mit  anderen  Mikroorganismen  weist  darauf  hin,  dass  die 
Metabolite Glutamat, Putrescin und Trehalose aufgrund ihrer Abundanz und Regulation 
eine zentrale Rolle in der metabolischen Antwort von P. putida auf diverse Stressfaktoren 
einnehmen.
Für  ein  tieferes  Verständnis  von  Stoffwechselvorgängen  in  Mikroorganismen  ist  die 
Kenntnis über alle beteiligten Metabolite notwendig. Allerdings kann eine große Anzahl 
von  Metaboliten  in  bakteriellen  Zellextrakten  nicht  über  die  vorhandenen 
Massenspektrenbibliotheken identifiziert werden. In dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur 
Strukturanalyse  von  unbekannten  Metabolitderivaten  mittels  GC-APCI-MS  entwickelt. 
Dabei erfolgt im ersten Schritt die Bestimmung der Summenformel über die exakte Masse. 
Mittels Kultivierung der Bakterien auf isotopen-markierten Substraten (13C, 15N) kann die 
Anzahl an Kohlenstoff-, bzw. Stickstoffatomen sowie der Derivatisierungsgrad durch die 
Verwendung  von  deuterierten  Derivatisierungsmitteln  (Methoxy-d3-amin,  MSTFA-d9) 
bestimmt  werden.  Die  Festlegung  der  Elementarzusammensetzung  ist  über  die 
Kombination  dieser  Informationen  eindeutig  möglich.  Anhand  der  Informationen  aus 
MS/MS-Spektren können weitere Vorhersagen möglicher Strukturen gemacht werden. Der 
Prozess  wird  im  zweiten  Teil  dieser  Arbeit  anhand  von  Beispielen  aus  polaren 
Bakterienextrakten gezeigt.
VI
Abstract
In this work the effects of abiotic stress factors on the metabolism of Pseudomonas putida 
were analyzed  using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The quantitative 
metabolite composition of P. putida was defined over time during growth on glucose in a 
batch-culture. Interestingly, regulation of specific metabolite patterns could be observed. 
These metabolites were mainly defined by the individual growth phases. Moreover, the 
cultivation on different carbon sources (glucose, succinate, benzoate) revealed substrate-
specific  metabolite  patterns,  whereby  intermediates  correlated  only  with  the  initial 
catabolic pathways of the carbon sources. Significant changes regarding intermediates of 
the nitrogen metabolism occurred during cultivation on succinate. Cells grown on benzoate 
showed decreased metabolite pools in central metabolism (e.g. nucleotide biosynthesis). 
The  cellular  response  to  cold  stress  (10 °C)  is  reflected  by the  accumulation  of  TCA 
metabolites, sugar phosphates and compounds with branched side chains. A comparison of 
P. putida with  other  bacteria  showed  that  the  regulation  of  glutamate,  trehalose  and 
putrescine is closely related to the cellular stress response of microorganisms to abiotic 
stresses.
In order to analyze and understand the metabolism of microorganisms completely,  it  is 
important to know all components and their interaction. Unfortunately, a large number of 
metabolites in bacterial cell extracts can not be identified by searching commercially and 
publicly available mass spectral libraries. Therefore, a work flow was developed for the 
identification  of  unknown  compounds  by  combining  different  methods  for  structure 
elucidation of novel metabolites. At first, the exact mass of the molecular ion is determined 
by GC-APCI-MS. By cultivation of bacteria on isotope-labeled substrates (13C,  15N) the 
number of incorporated carbon or nitrogen atoms can be proposed. Furthermore, the list of 
possible elemental formulae can be reduced by using deuterated derivatization reagents 
(methoxy-d3-amine, MSTFA-d9). Additionally, by use MS/MS information it is possible to 
predict  plausible structures by chemical databases. In the second part  of this work, the 
described  process  is  demonstrated  by  applying  it  to  unknown  compounds  from polar 
bacterial extracts.
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EINLEITUNG 1
1 Einleitung
1.1 Modellorganismus Pseudomonas putida
Pseudomonaden gehören zur Gruppe der  γ – Proteobakterien. Es handelt sich um Gram-
negative,  stäbchenförmige,  polar  begeißelte  Bakterien,  die  keine  Sporen  oder  andere 
Dauerformen bilden. Sie zeichnen sich durch einen überwiegend respiratorischen anstatt 
eines fermentativen Metabolismus aus. Die etwa 0,7 bis 1,1 µm breiten und 2,0 bis 4,0 µm 
langen  saprophytischen  Bakterien  leben  vornehmlich  chemoorganotroph  und  besiedeln 
Böden und Abwässer, sowie limnische und marine Habitate. Des Weiteren sind Assoziati-
onen mit Pflanzen, Tieren und Menschen bekannt (Palleroni, 1984; Palleroni, 2010).
Bis  heute  wurden  mehr  als  120  Pseudomonas Spezies  beschrieben,  u.a.  P. putida, 
P. aeruginosa und P. flourescens.
Der  in  der  vorliegenden  Arbeit  verwendete  Laborstamm KT2440  ist  ein  plasmidfreier 
Derivatstamm  von  P. putida mt-2  (Bagdasarian  et al., 1981).  Das  Genom  liegt  als 
zirkuläres  Chromosom  vor  und  besteht  aus  6 181 863  Basenpaaren  mit  einem 
durchschnittlichen  G+C  –  Gehalt  von  61,6%.  Es  wurden  5420  offene  Leseraster 
identifiziert.  Davon zeigen 85% (4610 offene Leseraster)  Homologien zum pathogenen 
Verwandten  P. aeruginosa PAO1.  P. putida KT2440  besitzt  zudem  15%  mehr 
zytoplasmatische Membrantransportsysteme, u.a. 117 Transporter der ABC-Familie. Viele 
davon sind zur Aufnahme von Aminosäuren bestimmt (Nelson et al., 2002), was P. putida 
KT2440 in der Substratverwertung bevorteilt.
P. putida KT2440 ist ein schnell wachsendes Bakterium, das auch in schadstoffbelasteten 
Böden vorkommt. Der Fähigkeit, ein breites Spektrum von Kohlenstoff- und Stickstoffver-
bindungen zu verwerten, verdankt der Generalist seine Bekanntheit (Timmis, 2002).
Durch einen extrem anpassungsfähigen Metabolismus können eine Vielzahl organischer 
Substrate  mit  geringer  Molekülmasse,  darunter  heterozyklische,  aliphatische  und 
aromatische Verbindungen, abgebaut und als Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt wer-
den (Feist & Hegeman, 1969, Jiménez et al., 2002; Ramos et al., 2002).
2 EINLEITUNG
Das in der Arbeit verwendete Substrat Glukose kommt u.a. als ein Exudat der pflanzlichen 
Rhizosphäre vor (Kamilova et al., 2006). Die Aufnahme von Glukose erfolgt zunächst über 
spezielle Porine in den periplasmatischen Raum und anschließend über drei konvergente 
Wege in die Zelle. Neben der direkten Aufnahme von Glukose mittels ABC-Transportern, 
können zusätzlich die oxidierten Intermediate Glukonat und 2-Ketoglukonat im periplas-
matischen Raum gebildet werden (del Castillo et al., 2007). Die Intermediate werden an-
schließend importiert und zu 6-Phosphoglukonat umgewandelt. Glukose und andere Hexo-
sen dienen dem Organismus als Kohlenstoff- und Energiequelle und werden im weiteren 
Verlauf  über  den  Entner-Doudoroff-Weg  katabolisiert  (Entner  &  Doudoroff,  1952). 
P. putida fehlt zwar das Enzym 6-Phosphofruktokinase [EC 2.7.1.11], kann aber dennoch 
über die Glukoneogenese Glukose-6-phosphat aufbauen (Dos Santos et al., 2004).
Des Weiteren kann die aromatische Verbindung Benzoat als Kohlenstoffquelle verwendet 
werden. Der chromosomal kodierte Abbau von Benzoat erfolgt über den ortho-Zweig des 
β-Ketoadipat-Weges und ist konvergent in Bodenbakterien und Pilzen verbreitet. Es zeigte 
sich, dass der stufenweise Abbau von strukturell verwandten aromatischen Verbindungen 
(z.B. Toluol, Benzoat und weiteren Ligninderivate) meist über gemeinsame Intermediate 
(Brenzcatechin,  Protocatechuat)  geleitet  wird.  Danach werden die Einringverbindungen, 
sogenannte Startersubstrate, in β-Ketoadipat metabolisiert. Durch Oxygenasen katalysierte 
Reaktionen wird β-Ketoadipat zu Succinyl-CoA und Acetyl-CoA katabolisiert, zwei Inter-
mediate des Citratzyklus (Harwood & Parales, 1996).
Aufgrund der ubiquitären Verbreitung ist P. putida diversen abiotischen Stressfaktoren aus-
gesetzt.  Der  Stamm  hat  daher  Mechanismen  entwickelt,  um  z.B.  auf  Wasserstress 
(Hallsworth et al., 2003), Nährstoffmangelbedingungen und Temperatursprünge zu reagie-
ren (Reva et al., 2006).
Als nicht-pathogener Stamm wurden im Genom folglich keine Gencluster von typischen 
Virulenzfaktoren, wie z.B. Gene für die Bildung von Exotoxinen oder TypIII Sekretions-
systemen gefunden.  P. putida KT2440 besitzt jedoch Adhäsionsproteine und TypIV Pili, 
die  aber  sehr  wahrscheinlich  der  Besiedlung  der  Rhizosphäre  dienen (Espinosa-Urgel 
et al., 2002).
Es wurden allerdings Gene zur Bildung von Homoserinlacton gefunden, die u.a. bei dem 
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virulenzassoziierten  Quorum sensing,  bekannt  aus  P. aeruginosa, beteiligt  sind (Nelson 
et al., 2002).
P. putida KT2440 und sein Rifampicin-resistenter Verwandter KT2442 sind weiterhin be-
kannt als Polyhydroxyalkanoat (PHA) – Produzenten (Huijberts et al., 1992; Klinke et al., 
2000; Wang & Nomura,  2010). Polyhydroxyalkanoate sind auch bekannt als Bioplastik 
und  werden  enzymatisch  aus  3-Hydroxyacyl-CoA  –  Monomeren  synthetisiert.  Der 
Auslöser für die PHA-Produktion ist meist eine Nährstoffmangelbedingung. Insbesondere 
die  Limitierung  von  Stickstoff,  Phosphor  oder  Sauerstoff  induziert  die  PHA-
Akkumulation.
Die Monomerzusammensetzung der  PHAs ist  direkt  vom Substrat  abhängig (Lageveen 
et al., 1988). Bei den vom Stamm KT2442 produzierten Polyhydroxyalkanoate handelt es 
sich um mcl (medium-chain-length) – Polyhydroxyalkanoate, deren Alkylreste aus C6...C14-
Ketten bestehen (Kim et al., 2007). Die meisten mcl-PHA – Intermediate werden durch die 
β-Oxidation von Fettsäuren oder den Zuckerkatabolismus bereit  gestellt  (Luengo  et al., 
2003; Verlinden et al., 2007). Aufgrund ihrer Elastizität, dem niedrigen Schmelzpunkt und 
ihrer biologischen Abbaubarkeit sind die Polymere biotechnologisch von großem Interesse 
(Gagnon et al., 1992).
Im Mai 2007 startete das europäische Forschungsprogramm „SysMO“ (Systembiologie an 
Mikroorganismen) mit dem Ziel einzellige Mikroorganismen und ihre umweltbedingten 
Interaktionen mittels experimenteller und bioinformatischer Methoden zu beschreiben. Das 
„PSYSMO“-Projekt war eines von insgesamt 11 geförderten Verbundprojekten. Im Mittel-
punkt stand der Modellorganismus P. putida KT2440. Durch die Bearbeitung verschiede-
ner systembiologischer Fragestellungen sollte der Einfluss verschiedener abiotischer und 
biotischer Stressfaktoren auf den Stoffwechsel untersucht werden.
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1.2 Metabolomanalyse
Mit  der  Aufnahme  und  dem  Transport  von  Nährstoffen  beginnt  ein  hoch  diverses 
Reaktionsnetzwerk im Organismus. Durch die anschließende chemische Umwandlung der 
Nährstoffe, überwiegend katalysiert durch Enzyme, werden dem Organismus Energie und 
Baustoffe für Wachstum und Reproduktion bereitgestellt. Diese grundlegende Eigenschaft 
des Lebens wird Stoffwechsel oder auch Metabolismus genannt. Die Substrate und Pro-
dukte dieser Reaktionen werden Metabolite genannt und in ihrer Gesamtheit durch den 
Ausdruck „Metabolom“ zusammengefasst. Im Gegensatz zur begrenzten Anzahl an Basen-
paaren im Genom eines Organismus, kann die Größe des Metaboloms nur geschätzt wer-
den. Bioinformatische Studien an sequenzierten Genomen zeigen, dass Mikroorganismen 
zur  Biosynthese  von  mehreren  hundert  Metaboliten  befähigt  sind,  z.B.  ≈ 800  bei 
Escherichia coli oder ≈ 600 bei Bacillus subtilis (Hall et al., 2002). Im Pflanzenreich wird, 
mit  ≈ 200 000 Metaboliten, eine noch weitaus größere biochemische Diversität erwartet 
(Fiehn, 2002).
Metabolite können die verschiedensten physikalischen und chemischen Stoffeigenschaften 
besitzen. Es kann sich dabei um Gase (z.B. Sauerstoff, Kohlendioxid), komplexe Polymere 
(z.B.  Peptide,  Polyhydroxyalkanoate,  Glykogen)  oder  auch  polare  und  lipophile 
Verbindungen handeln.
Metabolite sind die Endprodukte von zellulären regulatorischen Prozessen. Daher ist deren 
Abundanz  direkt  auf  genetische  Modifikationen  oder  Umwelteinflüsse  zurückzuführen 
(Fiehn, 2002). Es wird unterschieden zwischen Primärmetaboliten aus dem zentralen Stoff-
wechsel  (u.a.  Aminosäuren,  Zucker,  Fette),  die  essentiell  für  den Organismus sind und 
Sekundärmetabolite, die nicht direkt für das Überleben notwendig zu sein scheinen (u.a. 
Toxine, Antibiotika), aber einen Selektionsvorteil bieten.
Das komplexe Netzwerk von anabolen und katabolen Reaktionen unterliegt einer ständigen 
Dynamik. Die Stoffmenge eines Metabolits im Organismus, auch Metabolitpool genannt, 
wird durch enzymatische oder nicht-enzymatische Reaktionen verändert.
Ziel der Metabolomanalyse ist die qualitative und quantitative Erfassung des biochemi-
schen Phänotyps eines Organismus in Form einer  in-vivo-Momentaufnahme. Aus der be-
reits beschriebenen chemischen Komplexität der Metabolite resultiert jedoch eine große 
Herausforderung an die verwendeten analytischen Methoden.
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Durch die Metabolomanalyse ist teilweise eine direkte Korrelation mit dem Genotyp mög-
lich.  In  Verbindung  mit  Informationen  von  anderen  systembiologischen  Plattformen 
(Genomik, Transkriptomik und Proteomik) können zelluläre Prozesse global erfasst und 
interpretiert werden (Zhang et al., 2010).
Des  Weiteren  ist  die  Metabolomforschung  Voraussetzung  für  die  Entwicklung 
mathematischer Modelle einer Zelle. Die Informationen dienen u.a. zur Verifizierung oder 
Widerlegung von Vorhersagen, die durch das  in-silico-Modell  getätigt  werden (Nogales 
et al., 2008; Puchalka et al., 2008).
Quenching
Für eine metabolische Bestandsaufnahme ist zunächst ein Abstoppen des Metabolismus 
nötig. Die Umsatzraten von Metaboliten, wie z.B. Glukose-6-phosphat und Adenosintri-
phosphat (ATP), liegen im Bereich von 1…2 s (Weibel et al., 1974; de Koning & van Dam, 
1992). Um dies zu erreichen, verwendet man sogenannte Quenching-Methoden. Die Zellen 
werden dabei durch Filtration oder Zentrifugation vom umgebenden Medium separiert und 
ggf. gewaschen, um eine Vermischung von extra- und intrazellulären sowie Bestandteilen 
des umgebenden Mediums zu verhindern.
Die Proben werden anschließend in sehr niedrige Temperaturen überführt oder stark er-
hitzt, um jegliche enzymatische Aktivität zu inhibieren. Derzeit existiert noch kein univer-
selles  Quenching- und Extraktionsprotokoll für Bakterien. Die an der Metabolomanalyse 
beteiligten Arbeitsgruppen verfolgen mehrere Ansätze und entwickeln diese stetig weiter 
(Mashego et al., 2007; Spura et al., 2009).
Dabei stellen die Protokolle Kompromisse aus Anwendbarkeit  und Effektivität  dar.  Bei 
Systemen wie Bakterien (z.B. Corynebacterium glutamicum) können bei Anwendung von 
Quenching-Protokollen  mit  sehr  kaltem Methanol  (-50 °C)  weniger  robuste  Zellwände 
durchlässig werden (Wittmann  et al., 2004). Außerdem können durch die Hydrolyse von 
Phosphatgruppen in sehr wässrigen Lösungen die Metabolitpools von Nukleosiden anstei-
gen (Kimball & Rabinowitz, 2006). Die Güte eines Quenching- und Extraktionsprotokolls 
bemisst sich an der Ausbeute phosphorylierter Substanzen. Die Gesamtausbeute an Meta-
boliten ist ebenfalls ein Maßstab für die Funktionalität und Ergiebigkeit der Probenvorbe-
reitung.
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Zellaufschluss und Extraktion der Metabolite
Für die Metabolitextraktion müssen zunächst die Zellwände mechanisch im Homogenisa-
tor oder in einer Kugelmühle (beide mit Glasperlen), durch Sonifizierung (z.B. im Ultra-
schallbad)  oder  durch  Chemikalien  aufgebrochen  werden.  Die  verwendeten  Lösemittel 
sollten  Metabolite  weder  physikalisch,  noch  chemisch  modifizieren  und  nur  minimale 
Degradation der Substanzen zulassen.
Ziel ist es, eine nahezu vollständige Momentaufnahme der Metabolite im Organismus zu 
erhalten. Trotz der genannten Probleme ist die Strategie der intrazellulären Metabolitex-
traktion Grundlage dieser Arbeit.
Messung der bakteriellen Zellextrakte
Die Analyse der Metabolite wurde in dieser Arbeit mittels Gaschromatographie-Massen-
spektrometrie  (GC-MS)  durchgeführt.  Aufgrund  der  biochemischen  Diversität  können 
nicht alle Metabolite in einer Messung erfasst werden. Daher ist eine Separation in polare 
und  unpolare  Substanzen  erforderlich.  Dies  wird  durch  die  Verwendung  eines 
Methanol:Wasser:Chloroform – Gemisches ermöglicht (Strelkov et al., 2004).
Generell ist es wünschenswert, so viele Metabolite wie möglich mit nur einer Analyseme-
thode zu erfassen. Der limitierende Faktor ist dabei immer die instrumentelle Analytik. Die 
Gaschromatographie-Massenspektrometrie ist für diese Aufgabenstellung bestens geeignet, 
da hiermit in einer einzigen Profilanalyse 50…150 bekannte Primärmetabolite detektiert 
werden können. Die qualitative Analyse erfasst darüber hinaus noch hunderte unbekannte 
Substanzen und bildet damit einen Großteil der Primärmetabolite eines Organismus ab. Ein 
weiter  dynamischer  Bereich  und die  zumeist   Matrix-unabhängige  Signalintensität  von 
modernen  Massenspektrometern  ermöglichen  die  Detektion  von  quantitativen 
Veränderungen der Metabolite. Die GC-MS bildet aus diesen Gründen das Fundament der 
Metabolomanalyse.
Zusätzlich  wird  häufig  die  Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie  (LC-MS),  als 
komplementäre  Analysemethode  eingesetzt  (Buchholz  et al.,  2002;  Theodoridis  et al., 
2008).  Mittels  Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie  ist  auch die  Detektion von 
schwereren Metaboliten möglich.  Durch die  veränderte  Probenvorbereitung sind zudem 
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auch thermolabile  oder  hydrolyseanfällige  Substanzen zugänglich.  Aufgrund der  unter-
schiedlichen Ionisierungstechniken ist die Identifizierung jedoch ungleich aufwändiger.
Auswertung der Messungen von komplexen Metabolomproben
Bei  der  Auswertung  wird  zwischen  zwei  grundlegenden  Strategien  unterschieden.  Der 
gerichtete Ansatz (targeted approach) und der ungerichtete Ansatz (untargeted approach). 
Diese  Varianten  werden  auch  als  metabolite  profiling und  metabolite  fingerprinting 
bezeichnet  (Fiehn, 2002).  In Anlehnung an die  klassische analytische Chemie liegt der 
Fokus des gerichteten Ansatzes auf Substanzen, deren Massenspektren (überwiegend von 
authentischen Standards) und Retentionszeiten, bzw. Retentionsindizes in einer Bibliothek 
hinterlegt sind. Innerhalb definierter Retentionszeitfenster wird mittels Massenspektrenab-
gleich nach bekannten Substanzen gesucht. Bei Übereinstimmung  erfolgt die Integration 
eines spezifischen Peaks im Massenspektrum und ermöglicht somit auch eine quantitative 
Bewertung der Substanz.
Die vorhandene Bibliothek beinhaltet Elektronenionisation-Massenspektren von derivati-
sierten Molekülen verschiedenster Stoffklassen. Darunter Aminosäuren, Fette, Fettsäuren, 
Amine & Derivate, Alkohole, Zucker, Zuckeralkohole, Aromaten, organische Phosphatver-
bindungen, Hydroxylsäuren, Purine und Pyrimidine.
Spektrenbibliotheken werden z.B. kommerziell von NIST (National Institute of Standards  
and Technology) oder Wiley angeboten. Auch öffentliche Datenbanken wie z.B. die Golm 
Metabolome Database, GMD (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/), mit mehr als 1500 Meta-
bolitderivaten (Stand: 13.03.2011) aus dem Primär- und Sekundärmetabolismus von Pflan-
zen,  sind  für  den  wissenschaftlichen  Austausch  zugänglich.  Die  Zusammensetzung  an 
Primärmetaboliten lebender Organismen ist weitgehend konserviert. Daher können diese 
Datenbanken sehr gut auch für die  mikrobielle Metabolomanalyse genutzt werden. Ein 
weiterer Vorteil von öffentlich zugänglichen Bibliotheken ist die Möglichkeit eines Aus-
tausches  von Massenspektren  zwischen Arbeitsgruppen.  Je  mehr  Informationen für  die 
Interpretation  biochemischer  Vorgänge  zur  Verfügung  stehen,  desto  schneller  ist  eine 
positive  Entwicklung  im  Feld  der  Metabolomanalyse  zu  verzeichnen  (Schauer  et al., 
2005).
In der ungerichteten Analyse werden alle detektierten Analyte, ohne das Wissen über ihre 
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Identität  und  Herkunft,  einbezogen.  Der  metabolische  Fingerabdruck  eines  definierten 
Zustands besteht somit aus einer Reihe bekannter sowie unbekannter Verbindungen. Der 
Vergleich zwischen zwei Zuständen wird qualitativ und quantitativ über diese Profile her-
gestellt. Die Abwesenheit, respektive die Anwesenheit eines Metabolits oder einer unbe-
kannten Verbindung, sowie deren relative Verhältnisse zueinander enthalten wichtige Infor-
mationen für die Interpretation von Anpassungsmechanismen auf metabolischer Ebene.
Durch die Etablierung von Hochdurchsatzverfahren in der Metabolomforschung können in 
kurzer Zeit  hunderte Chromatogramme pro Experiment generiert  werden (Börner  et al., 
2007). Für eine automatisierte Analyse der GC-MS – Chromatogramme stehen mittler-
weile, neben Softwarelösungen der Gerätehersteller, mehrere öffentliche Programme zur 
Verfügung,  u.a.  TagFinder,  (Luedemann  et al.,  2008),  MetaboliteDetector  (Hiller  et al., 
2009), MetAlign (Lommen, 2009) und MZmine 2 (Pluskal et al., 2010).
1.3 Instrumentelle Analytik
Die chemischen und physikalischen Stoffeigenschaften von Metaboliten stellen hohe An-
forderungen an die verwendeten Messinstrumente.  Für die simultane Erfassung werden 
vorzugsweise  die  Methoden  der  konventionellen  chemischen  Analytik  verwendet.  Die 
molekulare Spektroskopie (NMR-, IR-Spektroskopie) und Spektrometrie, insbesondere die 
Massenspektrometrie (MS) bieten für fast jede Fragestellung im Bereich der Metabolomik 
einen optimalen methodischen Lösungsansatz.
Derivatisierung
Ein wichtiger  Schritt  in  der  Probenvorbereitung ist  die  chemische  Derivatisierung von 
Metaboliten. Die Metabolomproben werden mit zwei Derivatisierungsreagenzien behan-
delt. Im ersten Schritt erfolgt eine Methoximierung. Zucker stehen über die offenkettige 
Form mit den zyklischen α- und β-Halbacetalformen im Gleichgewicht (Mutarotation). Die 
Komplexität  nimmt  bei  Di-  und Trisacchariden  weiterhin  zu.  Durch  die  Reaktion  von 
Methoxyamin mit der Carbonyl-, bzw. Aldehydgruppe des Zuckers, resultierend in der Bil-
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dung eines O-Methyloxims, wird die offenkettige Form fixiert (Adams et al., 1999).
Jede Substanz, die gaschromatographisch aufgetrennt werden soll, benötigt einen gewissen 
Grad an Flüchtigkeit und thermischer Stabilität. Bei dem zweiten Schritt handelt es sich 
um eine nicht-spezifische chemische Derivatisierung. Als Reagenz wird z.B. N-methyl-N-
trimethylsilyltrifluoroacetamid  (MSTFA) eingesetzt.  Aktive  Protonen  von  Hydroxyl-, 
Carboxyl-, Amin- oder Thiolgruppen werden durch sterisch anspruchsvolle unpolare Tri-
methylsilylgruppen substituiert (XH in XSi(CH3)). Die resultierende erhöhte Flüchtigkeit 
der trimethylsilylierten Substanzen geht aber auch mit einem veränderten Massenspektrum 
und einer  erhöhten Molekülmasse  einher.  Für  die  Identifizierung sind spezielle  Biblio-
theken  mit  Massenspektren  von  methoximierten/trimethylsilylierten  Metabolitderivaten 
notwendig.
Dem zusätzlichen Aufwand durch die Erstellung einer neuen Spektrenbibliothek steht die 
qualitative und quantitative Messung eines breiten Spektrums an Primärmetaboliten in nur 
einem gaschromatographischen Lauf gegenüber. Diese Art der Probenvorbereitung ist auf-
grund der erwähnten Vorteile Routine in der Metabolomanalyse (Strelkov et al., 2004).
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Die  Kopplung  von  Gaschromatographie  und  Massenspektrometrie  bietet  neben  der 
Möglichkeit  einer  automatisierten  Probenvorbereitung  und  kurzen  Analysezeiten  eine 
geeignete Plattform, flüchtige niedermolekulare Metabolite in einem Lauf zu trennen und 
qualitativ sowie quantitativ zu erfassen. Weitere Vorteile dieser Kopplung sind ein großer 
dynamischer Bereich und eine hohe Reproduzierbarkeit. Der schematische Aufbau einer 
Gaschromatographie-Massenspektrometrie – Kopplung ist in Abb. 1.1 dargestellt.
Das System besteht aus einem Injektor (PTV, programmed temperature vaporizer), einem 
Gaschromatograph  und  einem  Massenspektrometer.  Der  Gaschromatograph  wird  mit 
Helium als Trägergas (mobile Phase) betrieben, das durch eine beschichtete Kapillarsäule 
(stationäre Phase) geleitet wird.
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Abb. 1.1.  Gaschromatographie-Massenspektrometrie - Kopplung (schematisch). Die Pfei-
le geben die Richtung des Gasflusses an. Die Probe wird in den Liner injiziert und durch 
Erhitzen entweder vollständig (geschlossenes split-Ventil) oder teilweise auf die Chroma-
tographiesäule überführt (offenes split-Ventil).
Für eine hochauflösende Chromatographie werden nur sehr geringe Probenvolumina benö-
tigt. Prinzipiell müssen nur 0,5...2 µL der komplexen Metabolomproben in die „kalte“ Ver-
dampfungskammer (Liner) des Injektors überführt werden. Die Kaltaufgabe einer Probe 
bietet die Möglichkeit einer Vortrennung von Zielanalyten und Lösemittel.  Der Injektor 
kann in zwei verschiedenen Modi betrieben werden. Im sogenannten split-Modus wird die 
Probe durch erhöhte Flussraten des Trägergases verdünnt. Der Großteil wird über ein Ven-
til abgeführt und nur ein definierter Prozentsatz der Probe wird auf die Chromatographie-
säule weitergeleitet. Dadurch ist eine Regulierung der Probenkonzentration möglich.
Ursache der chromatographischen Trennung ist die Retention d.h. die Wechselwirkung von 
Analyt mit mobiler und stationärer Phase. Tritt ein Analyt in Wechselwirkung mit der sta-
tionären  Phase,  wird  er  nicht  über  die  Säule  bewegt.  Dies  führt  zu  einer  zeitlich 
verzögerten Elution des Analyten. Da dieser Zeitpunkt für eine definierte Säule sowie ein 
Temperaturprogramm spezifisch ist, lässt sich dieser Parameter zur Identifizierung nutzen.
Ein Maß für die Güte einer Trennung ist die Anzahl an theoretischen Böden. Für die Meta-
bolomanalyse  werden  überwiegend  Kapillarsäulen  mit  50 000...200 000  theoretischen 
Böden verwendet. Die Trennsäulen sind meist unpolar und mit einer Arylen-stabilisierten 
5%-Phenyl-dimethylpolysiloxan – Beschichtung ausgekleidet.
Gaschromatograph Massenspektrometer
Säule
Transferline
Injektor
split-
Ventil
Trägergas-
Eingang
Ionen-
quelle DetektorAnalysator
Vakuumpumpe
Ofen
Spül-
ventil
 Liner
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Elektronenionisation
Die Säule wird in einer beheizten Transferline vom Gaschromatographen in die Ionen-
quelle des Massenspektrometers geführt. In der vorliegenden Arbeit wurde u.a. die Elektro-
nenionisation (EI) dazu verwendet, nicht-geladene neutrale Moleküle in der Gasphase zu 
ionisieren. Die Transferline ist hierbei auch die Schnittstelle von Atmosphärendruck zum 
Hochvakuum (10-4 Pa), in dem die Analyte mit energiereichen Elektronen beschossen wer-
den. Die dazu notwendigen Elektronen werden von einer Glühkathode (Filament) emittiert. 
Zwischen Kathode und Anode liegt meist eine Spannung von 70 V an. Die kinetische Ener-
gie der Elektronen beträgt demnach 70 eV. Ein Teil der Energie wird beim Aufprall die 
Zielanalyte  übertragen.  Wenn die  Ionisierungsenergie  (7...15 eV)  eines  Neutralteilchens 
überschritten wird, geht dieser Vorgang mit dem Verlust eines Elektrons einher. Es bildet 
sich ein sogenanntes Molekül-Ion. Teilweise können auch doppelt geladene Ionen, je nach 
Analyt und kinetischer Energie der Elektronen, auftreten (Gross, 2011).
M + e¯ → M+● + 2e¯         (1.1)
M + e¯ → M+ + 3e¯         (1.2)
Trifft, wie bei der Elektronenionisation der Fall, ein 70 eV-Elektron auf einen Analyt, wird 
weitaus mehr Energie auf das neutrale Molekül übertragen, als für die Bildung eines Radi-
kalkations nötig wäre. Dieser Überschuss an Energie, der u.a. als Schwingungs- und Rota-
tionsenergie vorliegt, wird ebenfalls durch Bindungsspaltung abgebaut. Die Ladung wird 
zufällig auf die resultierenden Fragmente übertragen. Dennoch gibt es Fragmente, die die 
Ladung innerhalb des Moleküls, z.B. durch Delokalisation oder Hyperkonjugation, stabili-
sieren können. Im Massenspektrum sind diese Ionen als abundantere Peaks zu erkennen. 
Eine weitere Triebkraft der Fragmentierung ist die Bildung kleiner stabiler Neutralteilchen 
(z.B. H2, CO, H2O, CO2), deren hohe Bindungsenergien die innere Energie stark reduzieren 
und damit viel zur Stabilität der Fragmente beitragen (Gross, 2011).
M+● → A+ + B● (Spaltung in Kation und Radikal)         (1.3)
M+● → A● + B+         (1.4)
M+● → C+● + D (Spaltung in Radikalkation und Neutralteilchen)         (1.5)
Das Energielevel der Fragment-Ionen ist  immer noch sehr hoch und es finden solange 
weitere Zerfälle statt, bis die Dissoziationsenergie nicht mehr überschritten wird. Die rela-
tiven Intensitäten des resultierenden Fragmentmusters bei 70 eV sind reproduzierbar und 
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über alle Massenspektrometer vergleichbar. Daher ist eine Identifizierung von Komponen-
ten mit EI-Massenspektren, z.B. mit authentischen Standards aus externen Spektrenbiblio-
theken, möglich.
Chemische Ionisation
Bei der ebenfalls verwendeten chemischen Ionisation (CI) wird weitaus weniger Energie 
zur Ionisation aufgewendet. CI-Spektren weisen im Vergleich zu EI-Spektren weniger oder 
keine Fragmente auf. Das bei der chemischen Ionisation entstehende protonierte Molekül 
[M+H]+ dominiert das CI-Massenspektrum. Daher wird diese Methode u.a. bei der Struk-
turanalyse zur Bestimmung der Molekülmasse angewendet.
Es handelt sich im Gegensatz zur Elektronenionisation um eine bimolekulare Reaktion, bei 
der  der  Zielanalyt  mit  dem  Reaktandgas  in  Wechselwirkung  tritt.  Zunächst  wird  das 
Reaktandgas (z.B. Methan, Ionisierungsenergie 12,6 eV) in eine spezielle Kammer inner-
halb  der  Ionenquelle  geleitet.  Dort  wird  es  bei  einem  Druck  von  >100 Pa  durch 
Elektronenbeschuss ionisiert  (120...150 eV).  Es bilden sich ionisierend wirkende Ionen-
spezies (markiert, Formel 1.6, 1.8 und 1.11) sowie weitere Ionen und Radikale. Im Allge-
meinen  werden  diese  auch  zusammenfassend  als  CI-Plasmaionen  bezeichnet  (Field  & 
Munson, 1965):
CH4 + e¯ → CH4+●,CH3+, CH2+●        (1.6)
CH4+● + CH4 → CH5+ + CH3●        (1.7)
CH3+ + CH4 → C2H7+ → C2H5+ + H2        (1.8)
CH2+● + CH4 → C2H4+● + H2        (1.9)
CH2+● + CH4 → C2H3+ + H2 + H●       (1.10)
C2H3+ + CH4 → C3H5+ + H2       (1.11)
C2H5+ + CH4 → C3H7+ + H2       (1.12)
CH5+ (R+H) bildet die bevorzugt gebildete Spezies der Reaktand-Ionen und fungiert als 
Säure, die die Zielanalyte (M) protoniert.
[R+H]+ + M → [M+H]+ + R       (1.13)
Die Tendenz, ein Proton aufzunehmen, wird über die Protonenaffinität ausgedrückt. Damit 
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eine Protonierungsreaktion abläuft, muss die Protonenaffinität des Zielanalyten höher sein, 
als die des Reaktandgas-Ions. Aufgrund der unterschiedlichen Protonenaffinitäten der Ziel-
analyte  werden verschiedene Reaktandgase verwendet  (u.a.  Isobutan,  Ammoniak).  Eine 
Protonierung erfolgt,  so lange die  Reaktion exotherm abläuft  (Gross,  2011).  Bevorzugt 
werden dabei Heteroatome oder  π-Elektronensysteme. Für komplexe Gemische, wie z.B. 
Metabolomproben, ist diese Selektivität jedoch nicht erwünscht.
Das dominierende Signal im CI-Massenspektrum wird durch [M+H]+-Ionen (M+1) hervor-
gerufen.  Des  Weiteren  sind  Anlagerungen  am  Zielanalyt  (Addukte)  zu  beobachten, 
[M+C2H5]+ (M+29)  und  [M+C3H5]+ (M+41).  Die  protonierten  Moleküle  in  komplexen 
Gemischen können anhand dieser Ionenserie (+1, +29, +41) identifiziert werden. Damit ist 
ein direkter Rückschluss auf die Molekülmasse des Zielanalyten möglich.
Chemische Ionisation bei Atmosphärendruck
Mit  der  chemischen  Ionisation  sehr  eng  verwandt  ist  die  Chemische  Ionisation  bei 
Atmosphärendruck  (atmospheric-pressure  chemical  ionization, APCI).  Es  handelt  sich 
ebenfalls um eine Gasphasenionisation ähnlich der chemischen Ionisation mit Methan. Die 
Bildung  von  ionisierend  wirkenden  Spezies  wird  über  das  Anlegen  einer  Spannung 
(1...5 kV)  an  eine  nadelförmige  Elektrode,  der  sogenannten  Koronanadel  (corona 
discharge  needle)  erreicht.  Molekularer  Stickstoff  wird  zunächst  ionisiert  und  tritt  in 
Wechselwirkung mit anderen Molekülen im Gasraum der Ionenquelle. Es bilden sich wei-
tere reaktive Spezies (Gross, 2011):
N2 + e¯ → N2+● + 2e¯       (1.14)
N2+● + 2N2 → N4+● + N2       (1.15)
N4+● + H2O → H2O+● + 2N2       (1.16)
H2O+● + H2O → H3O+ + HO●       (1.17)
H3O+ + n H2O + N2 → [H3O(H2O)n]+ + N2       (1.18)
Die Ionisierung der Zielanalyte  M erfolgt durch Protonentransfer im positiv-Modus von 
reaktiven Wasserclustern oder durch Abstraktion eines Protons im negativ-Modus.
Diese Mechanismen stellen den gewünschten Reaktionsweg dar, um Zielanalyte zu ionisie-
ren. Der Vorteil zur chemischen Ionisation ist die Ionisierung von wenig- bis mittelpolaren 
Molekülen. Daher ist diese Methode sehr gut geeignet für die Untersuchung komplexer 
14 EINLEITUNG
Metabolomproben. Erst  vor einigen Jahren wurde eine Multifunktionsquelle entwickelt, 
die auch in Verbindung mit einem Gaschromatographen betrieben werden kann (Schiewek 
et al., 2008).
1.3.1 Massenanalysatoren und Ionendetektion
Nach dem Verlassen der Ionenquelle zerfallen die meisten Molekül-Ionen in Folge ihrer 
hohen inneren Energie. Sie werden als instabil bezeichnet. Als metastabile Ionen werden 
Ionen bezeichnet,  die während des Transits zum Detektor entweder spontan oder durch 
Stoßaktivierung zerfallen. Stabile Ionen können aufgrund ihrer geringen inneren Energie 
die Energieschwelle für eine Zerfallsreaktion (appearance energy) nicht überwinden und 
somit nicht fragmentieren. Molekül-Ionen sowie Fragment-Ionen werden mittels Massen-
analysatoren anhand ihres m/z (Masse-zu-Ladung) – Verhältnisses getrennt.
Quadrupol-Analysator
In einem Quadrupol-Analysator, z.B. Thermo Scientific TRACE DSQ II GC/MS, bilden 4 
Stabelektroden  ein  hyperbolisches  elektrisches  Wechselfeld.  Es  wird  gleichzeitig  ein 
Gleichspannungsanteil U und ein Wechselspannungsanteil V mit der Frequenz ω angelegt. 
Daraus ergibt sich folgendes Gesamtpotential Φ (Gross, 2011):
Φ = U + V cos ωt       (1.19)
Benachbarte  Elektroden weisen dabei  immer die  entgegengesetzte  Polarität  auf  (Gross, 
2011).
Φ = - (U + V cos ωt) und Φ = + (U + V cos ωt)       (1.20)
Daraus resultierend können nur Ionen den Analysator passieren, deren m/z–Verhältnis eine 
stabile oszillierende Flugbahn, bei definierten  U,  V und ω, aufweisen. Ionen mit anderen 
m/z–Verhältnissen werden an den Elektroden entladen.
time-of-flight - Analysator
Bei  Flugzeitmassenspektrometern  (time-of-flight)  werden  durch  einen  elektrischen  Puls 
(ca. 7 kV) Ionen gleichzeitig in einen feldfreien Raum mit definierter Länge beschleunigt, 
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wobei leichtere Ionen den Detektor früher als schwerere Ionen erreichen. Anhand der Flug-
zeit kann das m/z-Verhältnis wie folgt abgeleitet werden.
Die kinetische Energie eines Ions mit der Elementarladung e und der Ladungszahl z, die es 
in einem elektrischen Feld mit der Spannung U erhält, wird durch folgende Gleichung 1.21 
definiert (Gross, 2011):
E kin = zeU =
1
2
mi v
2       (1.21)
Die Geschwindigkeit  v eines Ions mit der Masse mi wird durch Umstellen der Gleichung 
1.21 abgeleitet (Gross, 2011):
v = √ 2zeUmi       (1.22)
Die Flugzeit  t eines Ions mit unbekanntem m/z–Verhältnis bis zur Detektion kann durch 
den Quotienten aus der Länge des Flugrohrs l und der in Gleichung 1.22 definierten Ge-
schwindigkeit v berechnet werden (Gross, 2011):
t = s
v
= s
√ 2ezUmi       (1.23)
Die Beziehung zwischen den instrumentellen Parametern l und U und dem experimentell 
bestimmten Wert  t kann zur  Berechnung von  m/z wie folgt  dargestellt  werden (Gross, 
2011):
m
z
=
2eUt2
l 2
      (1.24)
Mit  time-of-flight (TOF)– Analysatoren ist es generell möglich einen großen Massenbe-
reich mit einem einzigen TOF-Ereignis abzubilden (m/z 20…40 000, Bruker micrOTOF-
QII). Des Weiteren sind hohe Massenauflösungen mit TOF-Geräten zu erreichen. Diese 
können z.B. zur Bestimmung der Summenformel über die akkurate Masse des Zielanalyten 
genutzt  werden.  Wie  bereits  erwähnt  werden nach  dem elektrischen Puls  Ionen unter-
schiedlicher m/z–Verhältnisse beschleunigt, anhand ihrer Flugzeit nach m/z–Verhältnis auf-
getrennt und anschließend detektiert. Im Gegensatz zu Quadrupol-Analysatoren, die auf-
grund ihrer Architektur in bestimmten Zeitfenstern nur für ein bestimmtes  m/z-Verhältnis 
durchlässig  sind.  Erst  durch  die  systematische  Variation  der  Gleich-  und 
Wechselstromamplitude kann auch mit Quadrupol-Analysatoren ein breiter Massenbereich 
abgetastet werden (m/z 1…1050, Thermo Scientific TRACE DSQ II).
16 EINLEITUNG
In sogenannten Hybridinstrumenten werden verschiedene Massenanalysatoren kombiniert 
(Abb. 1.2).
Abb. 1.2.  Tandem-Massenspektrometer (Q-TOF), schematisch. Q, Quadrupol-Analysator; 
CID,  Kollisionszelle (collision induced dissociation);  TOF,  Flugzeitanalysator (time-of-
flight);  D, Detektor. Die Analyte werden im MS1 ausgewählt und in der Kollisionszelle 
fragmentiert. Die m/z–Verhältnisse aller Fragmente werden im TOF-Analysator detektiert.
Diese  Geräte  vereinigen  die  Vorteile  der  einzelnen  Analysatoren  und  bieten  neue 
methodische Ansätze in der Metabolomanalyse. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete 
Massenspektrometer Bruker micrOTOF-QII nutzt die Möglichkeit eines Quadrupol-Analy-
sators  (MS1)  um bestimmte  Massen  (Vorläufer-Ionen)  herauszufiltern.  Der  zusätzliche 
time-of-flight – Analysator (MS2) gewährleistet zudem eine hohe Auflösung und Sensitivi-
tät. Zusätzlich befindet sich eine Kollisionszelle zwischen MS1 und MS2, in der man die 
Vorläufer-Ionen  auf  darin  eingebrachte  Stickstoffatome  prallen  lässt.  Die  eigentlich 
stabilen [M+H]+-Ionen dissoziieren aufgrund des Aufpralls (collision-induced dissociation, 
CID) und die daraus entstehenden Produkt-Ionen können im MS2 detektiert werden. Die-
ser Vorgang kann in zwei Schritte unterteilt werden. Zunächst wird das Vorläufer-Ion M+ 
aktiviert. Die innere Energie des aktivierten Ions M+* übersteigt die Dissoziationsenergie. 
Es folgt die Fragmentierung des Zielanalyten (Gross, 2011).
M+ + N2 → M+* + N2 → A+ + B + N2       (1.25)
Die Massenspektren können zur  Strukturanalyse  herangezogen werden,  indem man die 
Fragmentierungsmuster von Vorläufer- und Produkt-Ionen interpretiert.  Die Technik der 
sogenannten  Tandem-Massenspektrometrie  (MS2)  ist  überaus  hilfreich  und  findet  in-
zwischen in diversen Gebieten Anwendung.
Q (MS1) TOF (MS2)CID
D
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Detektoren
Das Prinzip der Ionendetektion ist bei den verwendeten Detektoren gleich. Die auftreffen-
den Ionen erzeugen einen elektrischen Strom, der durch einen Analog-Digitalwandler gra-
phisch als Peak dargestellt wird.
Die Detektoreinheit der TOF-Analysatoren besteht aus einem MCP (microchannel plate) – 
Detektor. Dieser besteht aus zwei runden Elektroden mit Millionen kleiner Kanäle (∅ = 
5...10 µm). Die Ausrichtung der Kanäle ist um einige Grad zum Lot geneigt, um einen di-
rekten Durchtritt der Ionen zu vermeiden. Ankommende Ionen kollidieren mit der Ober-
fläche innerhalb der Mikrokanäle und generieren Sekundärelektronen. Jedes Sekundärelek-
tron wird im angelegten elektrischen Feld beschleunigt und schlägt bei der Kollision mit 
der Oberfläche weitere Elektronen heraus. Es erfolgt ein kaskadenartiges Anschwellen der 
Elektronenanzahl, das erst an der Auffangelektrode, der Anode endet. Die Verstärkung ei-
nes MCP liegt bei 103...104. Daher sind in den meisten Detektoren 2 MCP (chevron plates) 
hintereinander angeordnet, die eine Verstärkerleistung von ca. 106...107 erreichen und damit 
zusätzlich eine hohe Sensitivität erreichen.
Bei  Quadrupol-Analysatoren  kommen meist  Sekundärelektronenvervielfacher  zum Ein-
satz. Die Verstärkerleistung liegt bei ihnen je nach angelegter Hochspannung zwischen 104 
und 108.
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1.4 Massenspektrometrische Strukturanalyse
Für eine umfassende Metabolomanalyse ist die Identität jeder gemessenen Verbindung von 
besonderer Bedeutung. In einem GC-EI-MS – Chromatogramm bakterieller Zellextrakte 
können mittels ungerichteter Datenanalyse ca. 300...650 quantifizierbare Analyte dekonvo-
lutioniert werden (Strelkov et al., 2004; Styczynski et al., 2007; Börner et al., 2007). Da-
von sind ca. 50...200 Analyte identifizierbar. Zum einen ist die eindeutige Unterscheidung 
zwischen Analyten biologischen und nicht-biologischen Ursprungs von grundlegendem In-
teresse. Zum anderen müssen durch die sorgfältige Sichtung der einzelnen Massenspektren 
falsch-positive  Annotationen  korrigiert,  sowie  dekonvolutionierte  Massenspektren  nicht 
ausreichender Qualität entfernt werden. Es verbleiben eine Vielzahl unbekannter Analyte 
im GC-MS – Chromatogramm, die mittels vorhandener Spektrenbibliotheken nicht identi-
fiziert werden können.
Der erste Schritt zur Identifizierung einer unbekannten Substanz ist die Bestimmung ihrer 
Elementarzusammensetzung über die Molekülmasse.
Mittels hochauflösender Massenspektrometrie kann die akkurate Masse eines Moleküls er-
mittelt werden. Hierbei wird die Differenz von exakter Masse zu Nominalmasse, der soge-
nannte Massendefekt, eines Moleküls zur Eingrenzung möglicher Elementarzusammenset-
zungen genutzt. Für die Anwendung ist eine hohe Massengenauigkeit der instrumentellen 
Analytik  erforderlich,  denn  je  höher  die  Molekülmasse,  desto  höher  die  Anzahl  an 
möglichen Summenformeln (Kind et al., 2006).
Ferner kann ein Abgleich der natürlichen Isotopenverteilung der gemessenen Verbindung 
mit dem theoretisch ermittelten Isotopenmuster zu einer deutlichen Reduzierung möglicher 
Summenformeln  beitragen (Carrasco-Pancorbo  et al.,  2009).  Die  relative  Intensität  von 
Molekülmassen, die über der monoisotopischen Masse liegen (M+1, M+2, etc.) hängt von 
der Anzahl an natürlich vorkommenden Isotopen ab. Kohlenstoff kommt z.B. mit einer 
relativen  Häufigkeit  von  1,1%  als  13C  vor  (Tab. 1.1).  Das  Isotopenmuster  ist  somit 
spezifisch für eine gegebene Summenformel und kann in der Strukturanalyse als weiteres 
Kriterium zur eindeutigen Bestimmung verwendet werden.
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Tab. 1.1.  Isotopenverteilung der wichtigsten Elemente bei der GC-MS – Strukturanalyse 
bakterieller Zellextrakte (NIST, 2010).
Element Isotop Isotopische Masse (u)
Isotopenzusammen-
setzung (%)
Wasserstoff 1H 1,007825 99,988
2H 2,014101 0,012
Kohlenstoff 12C 12,000000 98,930
13C 13,003355 1,070
Stickstoff 14N 14,003074 99,636
15N 15,000109 0,364
Sauerstoff 16O 15,994915 99,757
17O 16,999132 0,038
18O 17,999161 0,205
Silizium 28Si 27,976927 92,223
29Si 28,976495 4,685
30Si 29,973770 3,092
Phosphor 31P 30,973762 100,000
Schwefel 32S 31,972071 94,990
33S 32,971459 0,750
34S 33,967867 4,250
36S 34,969032 0,010
Ist die Summenformel bekannt, können erste strukturelle Hinweise über das Zielmolekül 
mittels spezieller Formeln abgeleitet werden. Anhand der Valenzen der einzelnen Elemente 
kann die Summe an Ringen plus Doppelbindungen (r + d) im Molekül ermittelt werden. 
Für die allgemeine Summenformel CxHyNzOn gilt (Pellegrin, 1983):
r + d = x – ½y + ½z + 1       (1.26)
Wobei Si zu C und P zu N gezählt wird. Halbzahlige Werte können bei Ionen auftreten und 
müssen durch auf- (z.B. APCI-MS) oder abrunden (z.B. EI-MS) korrigiert werden.
Mittels dieser Berechnung kann die Anzahl an Strukturvorschlägen für eine Summenfor-
mel eingegrenzt werden.
Die Markierung mit stabilen Isotopen stellt eine Methode in der Strukturanalyse dar, mit 
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deren  Hilfe  ebenfalls  eine  Eingrenzung  vermutlicher  Summenformeln  möglich  ist 
(Herebian  et al.,  2005;  Giavalisco  et al.,  2008).  Abb. 1.3 a)  zeigt  das  unmarkierte 
Metabolitderivat  Penta-O-Trimethylsilyl-D-Glukose-O-Methyloxim  und  Massen 
möglicher  Fragment-Ionen.  Mittels  Kultivierung  der  Mikroorganismen  auf  markierten 
Substraten,  z.B.  [U-13C]-Glukose,  wird  die  Molekülmasse  der  Metabolite  durch  die 
schwereren Isotope erhöht (Abb. 1.3 b). Anhand von resultierenden Massendifferenzen der 
Signale im Massenspektrum kann auf die Anzahl der markierten Atome im Molekül oder 
in den Fragmenten geschlossen werden.
Abb. 1.3.  Markierung  des  Metabolitderivats  Penta-O-Trimethylsilyl-D-Glukose-O-
Methyloxim mit stabilen Isotopen. Gezeigt sind die Veränderungen der  m/z-Verhältnisse 
möglicher  Fragment-Ionen  im  Vergleich  zur  unmarkierten  Verbindung  (a)  mittels 
Kultivierung der Zellen auf  13C – markierten Substraten (b) und Verwendung markierter 
Derivatisierungsmittel (c, Methoxy-d3-amin und d, MSTFA-d9).
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Die  massenspektrometrische  Probenvorbereitung  einer  Metabolomprobe  beinhaltet,  wie 
bereits erwähnt, eine zweistufige Derivatisierung. Die Anzahl der chemischen Modifika-
tionen liefert Hinweise über funktionelle Gruppen sowie strukturelle Informationen. Daher 
ist  es  wichtig,  deren  Anzahl  im  Zielanalyt  zu  ermitteln.  Ein  Verfahren  zu  deren 
Bestimmung ist die Verwendung deuterierter Derivatisierungsmittel (Abb. 1.3 c, d).
Abb. 1.4 zeigt zwei übereinander gelegte EI-Massenspektren von Penta-O-Trimethylsilyl-
D-Glukose-O-Methyloxim. Eine Unterscheidung der markierten und unmarkierten Verbin-
dung ist  nur  durch  die  Massenverschiebung  eines  Fragment-Ions,  m/z 160 zu  m/z 163, 
möglich und bestätigt die Anwesenheit einer O-Methyloxim – Gruppe im Metabolitderivat.
Die Fragmente können in ihrer Gesamtheit als Fragmentmuster wichtige Hinweise auf die 
chemische Struktur der Verbindung liefern. Von den spezifischen Fragmentierungswegen 
können Teilstrukturen und Substanzklassen abgeleitet werden. Die Interpretation von EI-
Massenspektren  wurde  bereits  ausführlich  beschrieben  (McLafferty,  1995). 
Fragmentmuster  methoximierter/trimethylsilylierter Verbindungen  zeigen  zudem  noch 
charakteristische Abspaltungen, z.B. von Methylradikalen, und Ionen, die nur für die TMS-
Gruppen charakteristisch sind (Abb. 1.5).
Abb. 1.4.  EI-Massenspektren von Penta-O-Trimethylsilyl-D-Glukose-O-Methyloxim und 
Penta-O-Trimethylsilyl-D-Glukose-O-Methyl-d3-oxim.  Anhand  der  Massenverschiebung 
eines  Fragment-Ions  von  a)  m/z 160  (unmarkiert)  zu  b)  m/z 163  (markiert)  ist  die 
Bestimmung einer O-Methyloxim – Gruppe in der Verbindung möglich.
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Daher ist eine Interpretation von Massenspektren unbekannter Verbindungen nicht so ein-
fach möglich. Anhand spezifischer Fragmentierungsmuster und Abspaltungen können den-
noch Rückschlüsse auf vorhandene funktionelle Gruppen und strukturelle Eigenschaften 
der  Zielverbindung  gezogen  werden  (DeJongh  et al.,  1969;  Zinbo  &  Sherman,  1970; 
Petersson et al., 1972; Leimer et al., 1977).
Seit einigen Jahren liefern auch diverse chemoinformatische Ansätze zur Strukturvorher-
sage wertvolle Hinweise über die strukturelle Zusammensetzung einer Verbindung und er-
leichtern somit die Interpretation eines Fragmentmusters.
Die  Anwesenheit  spezifischer  Ionen  in  EI-Massenspektren  in  Verbindung  mit  dem 
Elutionszeitpunkt (Retentionsindex) der Verbindung kann Entscheidungshilfen zur vorläu-
figen Klassifikation unbekannter Verbindungen, sowie der Strukturvorhersage von funktio-
nellen Gruppen geben (Hummel et al., 2010).
Die meisten in-silico-Ansätze basieren auf der Strukturvorhersage von Analyten, die mit-
tels Elektronenionisation fragmentiert wurden (Kind & Fiehn, 2007). MetFrag bietet eine 
Möglichkeit die Informationen aus Fragmentmustern der Tandem-Massenspektrometrie zu 
nutzen (Wolf et al., 2010). Vor Beginn einer Analyse, ist die Angabe der exakten Masse des 
Vorläufer-Ions  und  der  Produkt-Ionen  inklusive  deren  Intensität  erforderlich.  Die 
Ergebnisse  werden  anschließend  mit  öffentlich  zugänglichen  Datenbanken  (z.B. 
ChemSpider, PubChem, KEGG) verglichen und plausible Verbindungen in einer Hitliste 
ausgegeben.
Abb. 1.5.  Charakteristische Fragmente in EI-Massenspektren von trimethylsilylierten Ver-
bindungen, die keinen Beitrag zur Strukturanalyse leisten.
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O Si
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CH3
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1.5 Zielsetzung
P. putida ist  ein  widerstandsfähiges  und leicht  zu  manipulierendes  Bakterium, das  sehr 
tolerant gegenüber physikochemischen Stressfaktoren ist, wie z.B. niedrigen Temperaturen 
und pH-Werten, Lösemitteln und verschiedene Chemikalien. Aufgrund dieser Eigenschaf-
ten rückt  P. putida in den Fokus der weißen Biotechnologie. Das Anwendungsspektrum 
umfasst  insbesondere  die  Überproduktion  von Enzymen,  Biopolymeren  und  Sekundär-
metaboliten, sowie die biologische Sanierung schadstoffbelasteter Böden, Biokatalyse und 
Pflanzenschutz.
Durch  eine  genetische  Manipulation  und/oder  biotechnologische  Produktion  wird  der 
Metabolismus stark beeinflusst. Trotz definierter Wachstumsbedingungen geraten die Bak-
terien unter Stress. Dies kann sich wiederum negativ auf die Synthese der Zielsubstanzen 
auswirken. Die zelluläre Stressantwort ist noch weitgehend unbekannt und soll im Rahmen 
dieser Arbeit durch die Exposition diverser abiotischer Einflussfaktoren untersucht werden.
Ziel des Projekts ist eine generelle Analyse des P. putida Metaboloms mittels Gaschroma-
tographie-Massenspektrometrie. Die hier erhaltenen Initialdaten können mit anderen Bak-
terien verglichen werden, um Besonderheiten im metabolischen Profil, wie z.B. das Auftre-
ten von ungewöhnlichen Metaboliten oder extremen Metabolitkonzentrationen, zu identifi-
zieren. Ferner soll eine Charakterisierung des metabolischen Grundzustands während der 
Wachstumsphasen in Form einer Zeitreihenstudie erfolgen.
Darauf aufbauend sollen in einer quantitativen Analyse die Metabolitkonzentrationen und 
die Metabolitzusammensetzung aufgrund von Umgebungsveränderungen untersucht wer-
den. Dies wird primär durch die Kultivierung von P. putida auf verschiedenen Kohlenstoff-
quellen erreicht. Weiterhin soll der Einfluss von Temperaturveränderungen auf das metabo-
lische Profil untersucht werden.
Ziel der Metabolomanalyse von Mikroorganismen ist eine möglichst vollständige Aufklä-
rung des genetischen Repertoires. Über den biochemischen Phänotyp können z.B. in der 
Genomannotation nicht erkannte Enzyme anhand ihrer Substrate und Produkte identifiziert 
und Lücken in Stoffwechselwegen durch detektierte  Metabolite  vervollständigt  werden. 
Zudem ist eine umfassende metabolische Bestandsaufnahme der untersuchten Mikroorga-
nismen Voraussetzung für die Entwicklung mathematischer Modelle.
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Dafür  ist  eine  Identifizierung  beteiligter  Metabolite  notwendig.  Dies  geschieht  bei 
Gaschromatographie-Massenspektrometrie – Analysen vorwiegend über den Abgleich der 
spezifischen Fragmentmuster mit denen hinterlegter Standardsubstanzen. Dennoch weisen 
die Chromatogramme von bakteriellen Zellextrakten zahlreiche unbekannte Verbindungen 
mit biologischer Relevanz auf.
Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte daher ein Verfahren zur Strukturanalyse von unbekann-
ten Verbindungen etabliert werden, um im weiteren Verlauf der Arbeit mittels Strukturvor-
schlägen mögliche Metabolite zu identifizieren. Zu diesem Zweck standen verschiedene 
(hochauflösende)  Massenspektrometer  mit  unterschiedlichen  Ionisierungstechniken  zur 
Verfügung.
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2 Material und Methoden
2.1 Geräte
In  Tab. 2.1 sind nur die Geräte aufgelistet, die nicht näher im Methodenteil beschrieben 
wurden.
Tab. 2.1.  Geräteliste.
Geräte Hersteller
Analysenwaage Adventurer Pro AV2102C OHAUS, Gießen
Analysenwaage Discovery DV214C OHAUS, Gießen
Centrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg
Centrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg
Eismaschine Endos AF80 Scotsman Ice Systems, Milan, Italien
Heizschrank (80°C) Melag Medizintechnik, Berlin
Magnetrührer IKAMAG RCT classic IKA-Werke, Staufen
Mikrowelle HMT 842C 1300W Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe
Mix Mate Eppendorf, Hamburg
pH-Meter inoLab pH 720 WTW, Weilheim
Sanyo MDF-U53V -86°C Ewald Innovationstechnik, Nenndorf
Sicherheitswerkbank HERAsafe KS 18 Fisher Scientific, Schwerte
Standard Heizblock VWR International, Darmstadt
Trockenschrank Model ED 400 Binder, Tuttlingen
Vakuumpumpe Laboport SCC840 KNF Neuberger, Freiburg
Vortexer VV3 VWR International, Darmstadt
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2.2 Chemikalien
Soweit nicht anders vermerkt, wurden handelsübliche Chemikalien und Reagenzien mit 
dem Reinheitsgrad „zur Analyse (p.a.)“ oder „reinst“ verwendet. Die Substanzen wurden 
von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim), Serva (Heidelberg) 
und Fisher Scientific (Schwerte) bezogen.
2.3 Organismen
Tab. 2.2.  Verwendete Bakterienstämme.
Stamm Marker Referenz
Pseudomonas putida
KT2440
(DSM 6125)
Wildtyp Bagdasarian (1981)
cbrA pTnMod OGm::KT‐ cbrA:263 Reva et al. (2006)
cbrB pTnMod OGm::KT‐ cbrB:948 Reva et al. (2006)
pcnB pTnMod OGm::KT‐ pcnB:731 Reva et al. (2006)
vacB pTnMod OGm::KT‐ vacB:970 Reva et al. (2006)
bipA (358) pTnMod OGm::KT‐ bipA:358 Reva et al. (2006)
Yersinia pseudotuberculosis
YPIII Wildtyp Bölin et al. (1982)
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2.4 Software und Bibliotheken
Tab. 2.3.  Verwendete Software.
Software (Homepage) Beschreibung
AMDIS 32, Version 2.69
(http://chemdata.nist.gov/mass-spc/amdis/)
Programm zur GC-MS – Datenanalyse und 
qualitativer Auswertung
Bruker Compass, Version 1.3 SR1
• micrOTOFcontrol, Version 3.0
• Data Analysis, Version 4.0 SP4
• Metabolite Tools, Version 2.0 SR1
Programmpaket  zur  Datenakquisition  und 
-auswertung (Bruker Daltonik)
ChemBioDraw Ultra, Version 11.0.1 Programm zur Visualisierung von Struktur-
formeln und biologischen Elementen
MetaboliteDetector, Version 2.0.7
(http://md.tu-bs.de/)
Programm zur GC-MS – Datenanalyse und 
Auswertung
Microsoft Office Excel 2007 Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Windows XP Betriebssystem der Auswerterechner
MultiExperiment Viewer, Version 4.7.3
(http://www.tm4.org/mev/)
Programm  zur  statistischen  Datenauswer-
tung
MySQL Workbench, Version 5.2.34 CE Programm  zur  Visualisierung  von  Daten-
bankschemas
OmniLog – OL PM FM, Version 1.20.02 Programm zur  Datenauswertung  und  Dar-
stellung von kinetischen Plots (Biolog)
OmniLog – OL PM Par, Version 1.20.02 Programm zur Einstellung der Auswertepa-
rameter (Biolog)
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Software (Homepage) Beschreibung
OmniLog – PM DC, Version 1.30.01 Steuersoftware  des  OmniLog  Incubator/  
Reader (Biolog)
OpenOffice.org, Version 3.3.0 Office Suite
OriginPro 8.1G SR1, Version 8.1.13.88
(http://www.OriginLab.com/)
Programm  zur  Analyse  und  Darstellung 
wissenschaftlicher Daten
R, Version 2.13.0
(http://www.r-project.org/)
Programmpaket zur statistischen Datenaus-
wertung
Vanted, Version 2.0
(http://vanted.ipk-gatersleben.de/)
Programm  zur  Visualisierung  von  Stoff-
wechselnetzwerken  und  experimentellen 
Daten
Xcalibur 2.0.7 Programmpaket  zur  Datenakquisition  und 
-auswertung (Thermo Fisher Scientific)
Tab. 2.4.  Verwendete Bibliotheken und Datenbanken.
Datenbank (Homepage) Beschreibung
BRENDA
(http://www.brenda-enzymes.info/)
Enzym- und Ligandendatenbank
PubChem
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
Datenbank mit chemischen Strukturen
ChemSpider
(http://www.chemspider.com/)
Datenbank mit chemischen Strukturen
Golm Metabolome Database
(http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/)
Öffentliche EI Massenspektrendatenbank
KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/)
Datenbank mit Stoffwechselwegen
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Datenbank (Homepage) Beschreibung
MD_Library_5.0
(Datenbankexport)
EI Massenspektrenbibliothek der
Arbeitsgruppe Schomburg
MetaCyc
(http://metacyc.org/)
Datenbank mit Stoffwechselwegen
NIST08 Mass Spectral Database
(http://www.nist.gov/)
Kommerzielle EI Massenspektrenbibliothek
2.5 Nährmedien, Puffer und Lösungen
Alle wässrigen Lösungen wurden mit salzfreiem, organisch reinem, partikelfreiem und ste-
rilfiltriertem Reinstwasser (ddH2O) hergestellt (Arium–Reinstwasseranlage, Sartorius, Göt-
tingen).
Soweit nicht anders vermerkt, wurden die hergestellten Lösungen im Autoklaven (Vario-
klav 135 S; H + P Labortechnik, Oberschleißheim) für eine Dauer von 20 min, bei einer 
Temperatur von 121 °C und 1 bar Überdruck sterilisiert. 
2.5.1 Luria-Bertani (LB) Medium
Trypton aus Casein 10 g
Hefeextrakt 5 g
NaCl 10 g
Die Substanzen wurden in 0,85 L ddH2O gelöst und gegebenenfalls mit Kaliumhydroxid-
Lösung,  c(KOH) = 5 mol ∙ L-1, auf einen pH-Wert von 7 eingestellt. Anschließend wurde 
die Lösung mit ddH2O auf 1 L aufgefüllt und autoklaviert.
Für LB-Platten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 15 g Agar-Agar/L Medium 
hinzugefügt. Anschließend wurde das Medium in Petrischalen gegossen und auf Raumtem-
peratur abgekühlt. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und bei einer Temperatur 
von 4 °C bis zur Verwendung aufbewahrt.
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2.5.2 M9 – Minimalmedium 
5x M9 Salze 200    mL
Kohlenstoffquelle (c = 1 mol ∙ L-1)
Glukose 40    mL → 40    mmol ∙ L-1
Succinat 60    mL → 60    mmol ∙ L-1
Benzoat 34,3 mL → 34,3 mmol ∙ L-1
[U-13C]-Glukose 40    mL → 40    mmol ∙ L-1
MgSO4 (c = 1 mol ∙ L-1) 2    mL →   2    mmol ∙ L-1
CaCl2 (c = 1 mol ∙ L-1) 0,1 mL →   0,1 mmol ∙ L-1
FeSO4 ∙ 7 H2O (c = 14 g ∙ L-1) 0,5 mL → 25    mmol ∙ L-1
1000x Spurenelementlösung 1    mL
ddH2O               ad 1000    mL
Die Lösungen wurden gemischt und bis zur Verwendung bei Raumtemperatur gelagert. 
Dem Medium wurde jeweils nur eine Kohlenstoffquelle beigefügt.
2.5.2.1 5x M9 Salze
Na2HPO4 33,9 g
KH2PO4 15    g
NaCl 2,5 g
NH4Cl 5    g
Die Substanzen wurden in 0,85 L ddH2O gelöst und gegebenenfalls mit Kaliumhydroxid-
Lösung,  c(KOH) = 5 mol ∙ L-1,  auf einen pH-Wert von 6.8 eingestellt.  Anschließend mit 
ddH2O auf 1 L aufgefüllt und autoklaviert (Miller, 1972)
2.5.2.2 1x M9 Salze (markiert)
Na2HPO4 6,78 g
KH2PO4 3      g
NaCl 0,5   g
(15NH4)2SO4 1,24 g
Die Substanzen wurden in 0,85 L ddH2O gelöst und gegebenenfalls mit Kaliumhydroxid-
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Lösung,  c(KOH) = 5 mol ∙ L-1,  auf einen pH-Wert von 6.8 eingestellt.  Anschließend mit 
ddH2O auf 956,4 mL aufgefüllt und autoklaviert.
2.5.2.3 Glukose-Stocklösung (c = 1 mol ∙ L-1)
198,17 g α−D(+)-Glukose Monohydrat wurden in 0,85 L ddH2O gelöst, auf 1 L aufgefüllt 
und anschließend sterilfiltriert.
2.5.2.4 [U-13C]-Glukose-Stocklösung (c = 1 mol ∙ L-1)
18,61 g [U-13C]-Glukose (Euriso-top, Saarbrücken)  wurden in 80 mL ddH2O gelöst, auf 
100 mL aufgefüllt und anschließend sterilfiltriert.
2.5.2.5 Succinat-Stocklösung (c = 1 mol ∙ L-1)
270,15 g Bernsteinsäure-Dinatriumsalz Hexahydrat wurden in  0,85 L ddH2O gelöst,  auf 
1 L aufgefüllt und anschließend sterilfiltriert.
2.5.2.6 Benzoat-Stocklösung (c = 1 mol ∙ L-1)
144,11 g Benzoesäure-Natriumsalz wurden in 0,85 L ddH2O gelöst, auf 1 L aufgefüllt und 
anschließend sterilfiltriert.
2.5.2.7 Magnesiumsulfat-Stocklösung (c = 1 mol ∙ L-1)
24,65 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat wurden in 85 mL ddH2O gelöst, auf 100 mL aufge-
füllt und anschließend sterilfiltriert.
2.5.2.8 Eisensulfat-Stocklösung (c = 14 g ∙ L-1)
0,14 g Eisen(II)-sulfat Heptahydrat wurden in 8,5 mL gelöst und auf 10 mL aufgefüllt. An-
schließend wurde die Lösung sterilfiltriert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20 °C 
gelagert.
2.5.2.9 1000x Spurenelementlösung
ZnSO4 ∙ 7 H2O 0,148 g
MnCl2 ∙ 4 H2O 0,1     g
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CoSO4 ∙ 7 H2O 0,236 g
NiCl2 ∙ 6 H2O 0,1     g
CuCl2 ∙ 2 H2O 0,02   g
Na2MoO4 ∙ 2 H2O 0,05   g
HCl (25%) 1        ml
Diese Substanzen wurden in 0,85 L ddH2O gelöst, auf 1 L aufgefüllt und anschließend ste-
rilfiltriert (Schlegel, 1992; modifiziert).
2.5.3 BIOLOG – Inokulumlösung 1
IF-0a GN/GP (1,2X) 5      ml (Biolog, Hayward, CA, USA)
ddH2O 1      ml
2.5.4 BIOLOG – Inokulumlösung 2
IF-0a GN/GP (1,2X) 8,33 ml
Redox Dye Mix A (100x) 0,12 ml (Biolog, Hayward, CA, USA)
ddH2O 0,55 ml
Additive * 1      ml
* Für die BIOLOG-Platten PM1 und PM2A (AES Chemunex, Bruchsal) wurden spezielle 
Additive hinzugefügt. Deren Zusammensetzung ist in Abschn. 2.5.4.1 beschrieben.
2.5.4.1 Additive (für Platte PM1 und PM2A)
NH4Cl (c = 1 mol ∙ l-1) 120    µl → 10    mmol ∙ l-1
MgSO4 (c = 1 mol ∙ l-1)   24    µl →   2    mmol ∙ l-1
CaCl2 (c = 1 mol ∙ l-1)     1,2 µl →   0,1 mmol ∙ l-1
FeSO4 ∙ 7 H2O (c = 14 g ∙ l-1) 6    µl → 25    mmol ∙ l-1
1000x Spurenelementlösung 12    µl
ddH2O 836,8 µl
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2.5.5 9%ige Natriumchlorid-Stocklösung (w/v)
90 g Natriumchlorid wurden in 0,85 L ddH2O gelöst und auf 1 L aufgefüllt. Die Stocklö-
sung wurde verdünnt (1:10, v/v) und bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert.
2.5.6 Ribitol-Stocklösung (c = 0,2 g ∙ L-1)
0,05 g Ribitol wurden in 0,2 L ddH2O gelöst und auf 0,25 L aufgefüllt. Anschließend wur-
de die Lösung sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.
2.5.7 Ribitol-Methanol-Lösung
Ribitol-Stocklösung 0,4 mL
Methanol 9,6 mL
Beide Flüssigkeiten wurden gemischt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.
2.5.8 Methoxyamin-Pyridin-Lösung
20 mg Methoxyamin Hydrochlorid wurden unmittelbar vor Verwendung in einem sauberen 
Glasvial vorgelegt und in 1 mL Pyridin gelöst.
2.5.9 Alkan-Zeitstandard (Kalibrationsmix 1)
Dekan 17,12 mg
Dodekan 16,67 mg
Pentadekan 16,23 mg
Nonadekan 12,50 mg
Docosan 12,50 mg
Oktacosan 12,50 mg
Dotriacontan 12,50 mg
Hexatriacontan 12,50 mg
Diese Substanzen wurden in 20 mL Cyclohexan gelöst und auf ein Gesamtvolumen von 
25 mL mit Cyclohexan aufgefüllt. Anschließend aliquotiert und bei -4 °C bis zur Verwen-
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dung gelagert.
2.5.10 FAME Standard (Kalibrationsmix 2)
C4 – C24 Even Carbon Saturated FAMEs 5 µL
Dichlormethan 995 µL
Beide Flüssigkeiten wurden in einem Glasvial gemischt. Dieses wurde bis zur Verwendung 
mit einer Schraubkappe fest verschlossen.
2.6 Mikrobiologische Techniken
2.6.1 Bestimmung der Zelldichte
Zur  Bestimmung  der  Zelldichte  in  einer  flüssigen  Bakterienkultur  wurde  die  optische 
Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 600 nm mit einem Spektralphotometer (Genesys 6; 
Sysmex Digitana, Horgen) gemessen. Zum Nullabgleich und zur Verdünnung der Proben 
diente ddH2O. Eine OD600 nm von 1 entspricht ca. 2 ∙ 108 Zellen ∙ mL-1 (P. putida). Die Kor-
relation von Biotrockenmasse (BTM) und optischer Dichte wird durch folgende Formel 
(2.1) beschrieben:
BTMP. putida (g ∙ L-1) = 0,8 ∙ OD600nm         (2.1)
2.6.2 Stammhaltung und Reinheitskontrolle
Zur Langzeitlagerung wurden 800 µL einer frischen Übernachtkultur mit 200 µL sterilem 
Glycerin vermischt, 20 min auf Eis inkubiert und anschließend bei einer Temperatur von 
-80 °C eingefroren. Bei Bedarf wurde etwas Zellmaterial von der Oberfläche der gefrore-
nen Glycerin-Stocks (GS) mit einer sterilen Impföse abgenommen und ins Nährmedium 
überführt. Die Reinheit der Bakterienkulturen wurde regelmäßig durch visuelle Kontrollen 
mit einem Mikroskop (Axiostar plus; Carl Zeiss, Jena) sichergestellt.
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2.6.3 Bakterienanzucht
Die Anzucht von  P. putida erfolgte in sterilen Kulturröhrchen oder Erlenmeyerkolben in 
einem  programmierbaren  Inkubationsschüttelschrank  (Certomat  BS-1; Sartorius, 
Göttingen).  Für  ein  optimales  Wachstum in  Minimalmedium wurden  die  Bakterien  in 
Komplexmedium vermehrt (8 h) und zur Adaption des Metabolismus auf das veränderte 
Nährstoffangebot in eine Zwischenkultur mit Minimalmedium überführt (16 h). Aus der 
nachfolgenden  Hauptkultur  (Minimalmedium)  wurden  dann  die  Proben  gezogen 
(Tab. 2.5).
Bei der  Kultivierung auf markierten Substraten wurde [U-13C]-Glukose (Abschn. 2.5.2) 
oder 15N-Ammoniumsulfat (Abschn. 2.5.2.2) verwendet.
Tab. 2.5.  Kultivierungsbedingungen von P. putida.
Kultur
Nährmedium
& Volumen
Kulturgefäß
Temp.
(in °C)
Drehzahl
(in rpm)1
Inokulum
Vorkultur
(VK)
LB | 5 mL
20-mL-
Kulturröhrchen
30 180
Impföse
GS
Übernachtkultur
(ÜNK)
M9 | 20 mL
100-mL-
Erlenmeyerkolben
30 180
0,5 mL
VK
Hauptkultur
(HK)
M9 | 100 mL
500-mL-
Erlenmeyerkolben
30 180
OD600nm 0,05
ÜNK
1 Schüttelbewegung: kreisförmig, ∅ 50 mm
2.6.4 Zellernte
Für die Extraktion von Metaboliten wurde ein Äquivalentvolumen (in mL) von 20 mg Bio-
trockenmasse aus den Hauptkulturen entnommen und in ein 50-mL-Falcon überführt. Die 
Proben wurden 3 min bei 4 °C und einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 4629 xg 
zentrifugiert (Centrifuge 5810R; Eppendorf, Hamburg).
Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 20 mL 0,9%iger Natriumchlorid-
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Lösung (4 °C) resuspendiert und erneut 3 min bei 4 °C und einer relativen Zentrifugalbe-
schleunigung von 4629 xg zentrifugiert.
Der Waschschritt mit 20 mL 0,9%iger Natriumchlorid-Lösung wurde anschließend wieder-
holt und der Überstand verworfen.
2.6.5 Phänotypische MicroArray – Analysen
P. putida-Bakterien  wurden direkt  aus  einem gefrorenen Glycerin-Stock auf  LB-Platten 
ausgestrichen und für 16 h bei einer Temperatur von 30 °C inkubiert (Inkubator BD 53; 
Binder, Tuttlingen). Anschließend wurde in einem sterilen (20 ∙ 150) mm Reaktionsröhr-
chen die BIOLOG-Inokulumlösung 1 vorgelegt. Mit dieser Lösung wurde der Transmis-
sionswert des Turbidimeters (Biolog, Hayward, CA, USA) auf 100% eingestellt.
Mit einem sterilen Wattestäbchen wurde Zellmaterial in das Reaktionsröhrchen überführt 
bis ein Transmissionswert von 42% erreicht wurde.
Von dieser Zellsuspension wurden anschließend 2 mL mit der ebenfalls frisch hergestellten 
BIOLOG-Inokulumlösung 2  gemischt.  Die  wells der  BIOLOG-Platten  wurden  mit  je 
100 µL dieses Gemischs inokuliert.
Die BIOLOG-Platten wurden für eine Dauer von 72 h bei einer Temperatur von 30 °C im 
OmniLog-Incubator/Reader (Biolog, Hayward, CA, USA) inkubiert und in einem Abstand 
von 15 min ausgelesen. Zur Bestätigung der Resultate wurden von jeder Testkondition 2 
Replikate hergestellt.
Die Auswertung erfolgte mit den Programmen OmniLog – OL PM FM und OL PM Par 
(s. Tab.2.4). Bei allen BIOLOG-Platten wurde die Negativkontrolle abgezogen (A1-Zero). 
Anschließend wurden die kinetischen Plots der Replikate gemittelt. Als „signifikant“ wur-
den alle wells angesehen, deren integrierte Flächen einen Wert von min. 7 000 aufweisen.
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2.7 Probenvorbereitung
2.7.1 Zellaufschluss  und  Metabolitextraktion  (polare  Phase)  –  
Ultraschallbad
Das Zellpellet (s. Abschn. 2.6.4) wurde in 1,5 mL Methanol-Ribitol-Lösung (4 °C) resus-
pendiert. Die Zellsuspension wurde in einem Ultraschallbad (Sonorex Digitec DT 255 H; 
Bandelin electronic, Berlin) bei 70 °C für 15 min inkubiert und anschließend auf Eis abge-
kühlt (2 min). Für die Metabolitextraktion wurden 1,5 mL ddH2O (4 °C) zugefügt und 60 s 
intensiv gemischt. Danach wurden 1,5 mL Chloroform (RT) zugefügt und weitere 60 s in-
tensiv gemischt.
Die Phasenseparation erfolgt durch Zentrifugation für 5 min bei 4 °C und einer relativen 
Zentrifugalbeschleunigung von 15800 xg (Centrifuge 5810R; Eppendorf, Hamburg). An-
schließend wurde 1 mL der oberen polaren Phase (Methanol-Wasser-Gemisch) abgenom-
men und in ein 2-mL-Reaktionsgefäß überführt.
Für jedes Probenset wurden parallel Extraktionsblindproben (Blanks) hergestellt.
In einem Speed Vac-Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg) wurde unter Vakuum für 1 h 
mit  Rotation  das  Volumen  des  Methanol-Wasser-Gemischs  reduziert.  Die  vollständige 
Trocknung wurde über eine Dauer von 10 h ohne Rotation erreicht. Die getrockneten Pro-
ben wurden mit Parafilm verschlossen und bei -20 °C bis zur Messung gelagert oder deri-
vatisiert (s. Abschn. 2.7.4).
2.7.2 Zellaufschluss  und  Metabolitextraktion  (polare  Phase)  –  
Precellys 24
Das Zellpellet (s. Abschn. 2.6.4) wurde in 1,5 mL -20 °C kalter Methanol-Ribitol-Lösung 
resuspendiert. Von dieser so erhaltenen Zellsuspension wurden 1,3 mL in ein 2-mL-Reakti-
onsgefäß  mit  Schraubdeckel  überführt.  Jedes  Reaktionsgefäß  wurde  zuvor  mit  600 mg 
Glasperlen (Durchmesser <0,1 µm; Kuhmichel, Ratingen) beschickt.
Die Proben wurden in einem Precellys 24-Homogenisator (Peqlab, Erlangen) mit folgen-
den Parametern behandelt:
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Rotationsgeschwindigkeit: 6500 rpm
Anzahl der Zyklen: 3
Zyklusdauer: 30 s
Pausendauer: 20 s
Temperatur (Innenraum): -5...0 °C
Anschließend wurden die Zelltrümmer 5 min bei 4 °C und einer relativen Zentrifugalbe-
schleunigung  von  20800 xg  abzentrifugiert  (Centrifuge 5810R;  Eppendorf,  Hamburg). 
1 mL des Überstands wurden in ein 15-mL-Falcon überführt und mit 1 mL kaltem ddH2O 
(4 °C) 60 s intensiv gemischt. Nach der Zugabe von 1 mL kaltem Chloroform (4 °C) wurde 
die Lösung erneut 60 s intensiv gemischt.
Die Phasenseparation erfolgt durch Zentrifugation für 5 min bei 4 °C und einer relativen 
Zentrifugalbeschleunigung von 15800 xg. Anschließend wurde 1 mL der oberen polaren 
Phase (Methanol-Wasser-Gemisch) abgenommen und in ein 2-mL-Reaktionsgefäß über-
führt.
Für jedes Probenset wurden parallel Extraktionsblindproben hergestellt.
In einem Speed Vac-Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg) wurde unter Vakuum für 1 h 
mit  Rotation  das  Volumen  des  Methanol-Wasser-Gemischs  reduziert.  Die  vollständige 
Trocknung wurde über eine Dauer von 10 h ohne Rotation erreicht. Die getrockneten Pro-
ben wurden mit Parafilm verschlossen und bei -20 °C bis zur Messung gelagert oder deri-
vatisiert (s. Abschn. 2.7.4).
2.7.3 Herstellung von Lösungen authentischer Standards
Von Standardsubstanzen wurde eine Stocklösung  (c = 1 mmol ∙ L-1) in Methanol:ddH2O 
(0,50 L/L) oder Methanol:Salzsäure (c = 0,1 mmol ∙ L-1; 0,50 L/L) hergestellt.
Bei Bedarf wurden mit Methanol:ddH2O (0,50 L/L) als Verdünnungsmittel verschiedene 
Endkonzentrationen angesetzt:
• c1 = 100 µmol ∙ L-1 (Standardkonzentration)
• c2 = 250 µmol ∙ L-1
• c3 = 500 µmol ∙ L-1
Anschließend wurden 1 mL der Lösung in ein 2-mL-Reaktionsgefäß überführt und mit 
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40 µL Ribitol-Stocklösung (c = 0,2 g ∙ L-1) versetzt.
In einem Speed Vac-Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg) wurde unter Vakuum für 1 h 
mit Rotation das Volumen des Gemischs reduziert. Die vollständige Trocknung wurde über 
eine Dauer von 10 h ohne Rotation erreicht. Die getrockneten Proben wurden mit Parafilm 
verschlossen und bei -20 °C bis zum nächsten Schritt der Probenvorbereitung gelagert oder 
derivatisiert (s. Abschn. 2.7.4).
2.7.4 Derivatisierung
Erfolgte eine Lagerung bei -20 °C wurden die Proben in einem Speed Vac-Concentrator  
plus (Eppendorf, Hamburg) vor der Derivatisierung mindestens 15 min nachgetrocknet.
Zu den vollständig getrockneten Proben wurden 40 µL Methoxyamin-Pyridin-Lösung ge-
geben, intensiv gemischt und für 90 min bei 30 °C in einem Thermomixer comfort (Eppen-
dorf,  Hamburg)  bei  900 rpm  inkubiert.  Anschließend  wurden  70 µL  N-Methyl-N-
trimethylsilyl-trifluoracetamid (MSTFA; CS-Chromatographie Service, Langerwehe) hin-
zugegeben, intensiv gemischt und die Proben für 30 min bei 37 °C und 900 rpm inkubiert. 
Daran angeschlossen war eine Äquilibrierungsphase über 2 h bei  Raumtemperatur.  Ab-
schließend wurden die Proben für 5 min bei Raumtemperatur und einer relativen Zentrifu-
galbeschleunigung von 20800 xg zentrifugiert. Der Überstand wurde in 1,5-mL-Gewinde-
flaschen (G 1) mit Mikroeinsatz (G 30s) überführt und mit Septen beschickten Schraub-
kappen (G 8-L; alles CS Chromatographie, Langerwehe) fest verschlossen.
Für jedes Probenset wurden parallel Derivatisierungsblindproben (leere 2-mL-Reaktions-
gefäße) hergestellt.
Alle Proben wurden innerhalb von 48 h nach der Derivatisierung gemessen.
2.7.5 Bestimmung des Derivatisierungsgrads
Zur Bestimmung der Anzahl vorhandener Derivatisierungsgruppen bei unbekannten Meta-
bolitderivaten,  bzw.  zur  Validierung  von  Standardsubstanzen  (Abschn. 2.7.3) wurden 
deuterierte Derivatisierungsreagenzien eingesetzt.
Es  wurden  mehrere  Replikate  der  zu  untersuchenden  Substanz  wie  in  beschrieben 
hergestellt und anschließend mit deuterierten Derivatisierungsmitteln wie in Abschn. 2.7.4 
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behandelt. Das  eingesetzte  Volumen  der  deuterierten  Derivatisierungsreagenzien  wurde 
aufgrund der hohen Produktpreise reduziert.
20 µL Methoxyamin-d3 (20 mg ∙ mL-1 in Pyridin)
30 µL N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid-d9 (Dr. Ehrenstorfer, Augsburg)
Die Anzahl  vorhandener  Derivatisierungsgruppen wurde durch  einen Vergleich  mit  EI-
Massenspektren der nicht-deuterierten Substanz bestimmt. Handelte es sich um eine O-
Methyl-d3-oxim – Gruppe im untersuchten Fragment-Ion, so war die korrespondierende 
Ionenspur um + m/z 3 verschoben. Die Anzahl von TMS-d9 – Gruppen wurde durch eine 
Verschiebung um ein Vielfaches von + m/z 9 bestimmt.
2.8 Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Die in dieser Arbeit verwendeten Datensätze wurden mit den in Tab. 2.6 aufgeführten GC-
MS – Kopplungen generiert.
Tab. 2.6.  Verwendete Gaschromatographie-Massenspektrometrie – Kopplungen.
Nr. Gaschromatograph Ionisierung Massenspektrometer
1 Finnigan TRACE GC 1 EI Finnigan TRACE MS 1
2 Thermo Scientific TRACE GC Ultra 1 EI, CI Thermo Scientific DSQII 1
3 Agilent 7890A 2 APCI Bruker micrOTOF-QII 3
1 Thermo Fisher  Scientific,  Dreieich;  2 Agilent  Technologies  Deutschland,  Waldbronn;
3 Bruker Daltonik, Bremen
Für  die  Strukturanalysen  wurden  außerdem  verschiedene  Ionisierungstechniken  (EI, 
electron  ionization;  CI,  chemical  ionization;  APCI,  atmospheric  pressure  chemical  
ionization) und diverse GC-MS – Methoden verwendet (Tab. 2.7). Eine ausführliche Dar-
stellung der Messsysteme und deren Einstellungen (SOP, Standard Operating Procedure) 
ist Anhang A zu entnehmen.
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Tab. 2.7.  Verwendete GC-MS – Methoden.
GC-MS – Kopplung Verwendungszweck Methode (Anhang)
Messsystem 1
TRACE
Metabolomanalyse TRACE_EI_59min (A.1)
Messsystem 2
DSQII
Metabolomanalyse
Strukturanalyse
DSQII_EI_59min/29min (A.2/A.2.1)
DSQII_PCI_59min (A.3)
Messsystem 3
micrOTOF-QII
Strukturanalyse
micrOTOF-QII_APCI_29min/59min_
split_lowmass (A.4/A.4.1)
micrOTOF-QII_APCI_29min/59min_
splitless_lowmass (A.4.2/A.3)
Verwendete Gase
Die Gaschromatographen aller Messsysteme wurden mit Helium 5.0 (99,999%; Westfalen, 
Münster) betrieben. Für die chemische Ionisation wurde zusätzlich Methan 4.5 (99,995%; 
Westfalen, Münster) als Reaktandgas in der Ionenquelle von Messsystem 2 verwendet. Die 
Kollisionskammer  von  Messsystem 3 wurde  mit  Stickstoff 4.8  (99,998%;  Westfalen, 
Münster) betrieben.
2.8.1 Tuning und Massenkalibrierung
Die verwendeten Gaschromatographen und Massenspektrometer wurden in regelmäßigen 
Intervallen gewartet und Verschleißteile bei Bedarf ausgetauscht. Das Gerätetuning wurde 
nach Herstellerangaben durchgeführt.
Für hochauflösende Massenspektrometrie erfolgte vor den Messungen eine interne Mas-
senkalibrierung. Dazu kam folgender Kalibrationsmix zur Anwendung:
• Messsystem 3 (micrOTOF-QII): Kalibrationsmix 2 (s. Abschn. 2.5.10)
Der Kalibrierungsvorgang erfolgte nach den genauen Angaben des Geräteherstelles.
2.8.2 Einstellungen für die Tandem-Massenspektrometrie
Für  die  Aufnahme  von  GC-APCI-MS(/MS)  –  Chromatogrammen  an  Messsystem 3 
42 2 MATERIAL UND METHODEN
(micrOTOF-QII) wurde die Messsoftware Bruker micrOTOFcontrol (s. Tab. 2.3) verwen-
det.
Um ein  möglichst  vollständiges  Durchmustern von ausschließlich  chromatographischen 
Peaks in der Komplexprobe zu gewährleisten wurde der „Smart Exclusion“-Faktor auf 2 
gesetzt. Schnell ansteigende Ionen wurden dabei bevorzugt ausgewählt. Langsam anstei-
gende Artefaktmassen aus der Matrix und dem Probenuntergrund wurden dadurch diskri-
miniert.
Nach Erreichen eines Schwellenwerts von 6000 counts wurde automatisch ein Vorläufer-
Ion isoliert und anschließend fragmentiert. Die Anzahl an Vorläufer-Ionen wurde bei Be-
darf erhöht. Aufgrund der durchschnittlichen Peakbreite wurden jedoch nicht mehr als 3 
Vorläufer-Ionen automatisch ausgewählt.
Folgende Kriterien für die Isolierung und Fragmentierung der Vorläufer-Ionen wurden im 
Unterpunkt „Auto MS/MS“ definiert (Tab. 2.8). Die Kollisionsenergie von m/z-Verhältnis-
sen zwischen den definierten Isolationsmassen wurde durch Interpolation bestimmt.
Tab. 2.8.  Parameter  für  die  automatische  Auswahl  von  Vorläufer-Ionen  (micrOTOF 
control, Auto MS/MS).
Type Isolation Mass Isolation Width Collision Energy Charge State
Base 100 5 25 1
Base 500 8 30 1
Base 1550 10 35 1
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2.9 Auswertung der Messdaten
2.9.1 Bestimmung  der  Retentionsindizes  und  chromatographischer  
Abgleich
Für die Berechnung der Retentionsindizes erfolgte vor jedem Probenset (bzw. nach jeweils 
20...25 Proben) eine Messung des Alkanzeitstandards (s. Abschn. 2.5.9). Die Retentionsin-
dizes  (Kalibrierindizes)  der  Alkane  zum Elutionszeitpunkt  sind  gleich  der  Anzahl  der 
Kohlenstoffatome multipliziert mit 100. Mittels unten abgebildeter Formel (2.2) werden 
die Retentionsindizes für alle  Analyten,  die in  Relation zu den Kalibrierindizes stehen, 
berechnet. Diese gelten für nicht-isotherme Gaschromatographie und sind bei definierten 
Säulenabmaßen, Trägergas, Flussrate und Temperaturprogramm konstant (van Den Dool & 
Kratz, 1963).
I T =100[ y−x  t i−t xt y−t x x]         (2.2)
mit: I = Retentionsindex
T = Im Temperaturgradienten
x = Anzahl der Kohlenstoffatome des Alkans vor der unbekannten Substanz
y = Anzahl der Kohlenstoffatome des Alkans nach der unbekannten Substanz
ti = Retentionszeit der unbekannten Substanz
tx = Retentionszeit des Alkans vor der unbekannten Substanz
ty = Retentionszeit des Alkans nach der unbekannten Substanz
2.9.2 Vergleich von Massenspektren zur Identifizierung von Verbindungen
Nach der Dekonvolution eines Chromatogramms wurden die Massenspektren mit hinter-
legten EI-Massenspektren aus der laborinternen Bibliothek  MD_Library_5.0 verglichen. 
Unbekannte Massenspektren wurden zusätzlich mit der NIST08 Spektrendatenbank vergli-
chen (s. Tab. 2.4).
Bei der software-basierten Identifizierung werden Retentionsindex und Massenspektrum 
herangezogen. Für die Analytidentifizierung wurde ein minimaler Match-Faktor von 0,70 
(MetaboliteDetector, s. Tab. 2.3) und ein Net-Wert von 70 (AMDIS 32, s. Tab. 2.3), bei 
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einer maximalen Retentionsindexdifferenz von ± 20 und mindestens 10 Ionen im resultie-
renden EI-Massenspektrum (Dekonvolution), zu Grunde gelegt.
2.9.3 Automatisierte Auswertung von GC-MS – Chromatogrammen
Für die automatisierte Auswertung von Messdatensätzen wurde die Software  Metabolite-
Detector (s. Tab. 2.3) verwendet. In  Abb. 2.1 ist ein Fließschema der Auswertestrategie 
dargestellt, sowie aller Parameter, die für eine Analyse von GC-MS – Chromatogrammen 
des Messsystems 2 (DSQII) relevant sind. Dennoch gibt es variable Parameter, z.B. den 
Schwellenwert (threshold) bei der Peakdetektion, die je nach Datensatz angepasst werden 
müssen.
Nach der  automatischen Peakdetektion erfolgte  die  Dekonvolution und Analytdetektion 
anhand des Abgleichs selektiver Ionenspuren. Eine sensitive Peakdetektion wurde speziell 
für den Datensatz mit den entsprechenden Parametern erreicht. Für die Bestimmung der 
Retentionsindizes und des chromatographischen Abgleichs wurde der Alkan-Zeitstandard 
(s. Abschn. 2.5.9) verwendet.  Zusätzlich wurde die Retentionszeit des internen Standards 
Ribitol (Metabolitderivat: Ribitol 5TMS) zum chromatographischen Abgleich, gegen die 
hinterlegte Retentionszeit, über ein Probenset benutzt.
Die Peakflächen von definierten Fragment-Ionen (Quantifizierungsionen) wurden verwen-
det, um die Quantität einer Verbindung zu ermitteln. Für die Bestimmung des  Response-
Faktors einer Verbindung wurde die PeakflächeQuantifizierungsion des Analyten durch die Peak-
fläche des Fragment-Ions m/z 217 von Ribitol (5TMS) geteilt.
Die Tabellen der quantitativen Ergebnisse wurden im csv-Dateiformat exportiert.
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Abb. 2.1.  MetaboliteDetector-Auswertung (schematisch) mit Einstellungen für das Mess-
system 2 (DSQII).
2.9.4 Postprozessierung der MetaboliteDetector-Ergebnistabelle
1. Auftretende  Artefaktpeaks,  verursacht  durch  z.B.  Phthalate,  Polysiloxane  oder 
Säulenbluten, sowie Peaks nicht-biologischer Herkunft wurden aus der Ergebnista-
belle  manuell  entfernt.  Falsch-positiv  detektierte  Verbindungen  wurden  manuell 
korrigiert.  Besonders bei Mono-,  Di- und Trisacchariden ist  eine Identifizierung 
mittels Retentionsindex und Massenspektrum oft nicht eindeutig möglich. In diesen 
Fällen wurde die übergeordnete Stoffklasse und der gemittelte Retentionsindex der 
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Verbindungen einer Replikatgruppe angegeben.
2. Wenn ein Analyt innerhalb einer Replikatgruppe in min. 50% der Proben detektiert 
wurde, erfolgte eine manuelle Substitution der Leerzellen (Nullstellen) durch den 
kleinsten ermittelten Response-Wert.
3. Für eine umfassende Metabolitanalyse wurden die  Response-Faktoren der einzel-
nen Metabolitderivate eines Metabolits aufsummiert und für eine verbesserte Visua-
lisierung mit 1000000 multipliziert.
2.9.5 Postprozessierung von APCI – Chromatogrammen
Die Auswertung der APCI-MS(/MS)-Datensätze erfolgte  mit  der Software Bruker Data 
Analysis (s. Tab. 2.3). Für die Dekonvolution von Verbindungen, bestehend aus Vorläufer-
Ion und korrespondierenden Produkt-Ionen, wurde der implementierte  Dissect-Algorith-
mus mit folgenden Einstellungen verwendet:
• Internal S/N threshold: 50
• Max. number of overlapping compounds: 10
•  consider exclusion masses for compound detection
• Spectrum type: Line spectra only
• Cut-off intensity: 1%
Folgende Massen wurden bei der Dekonvolution ausgeschlossen:
• m/z 199,87 … 200,27 (MSTFA, [M+H]+)
• m/z 127,83 … 128,22 (Triflouracetamid, [M+H]+)
• m/z 222,86 … 223,26 (Kontamination, vermutlich Diethylphthalat)
Der  Algorithmus  funktioniert  nach  dem Prinzip,  dass  alle  Ionen  einer  Verbindung  ein 
Maximum  zur  selben  Zeit  aufweisen.  Anschließend  werden  die  zusammengehörenden 
Ionen in einem Massenspektrum dargestellt. Zusätzlich werden alle assoziierten Fragment-
spektren (MS2) mit dem APCI-Massenspektrum der Verbindung verknüpft.
Für die manuelle Durchsicht der Chromatogramme wurde ein Basispeak-Chromatogramm 
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(BPC)  erstellt.  In  einem BPC wird  nur  das  abundanteste  Signal  (Basispeak)  aus  den 
Massenspektren dargestellt. Diese Darstellungsart eignet sich besonders gut für fragment-
arme APCI-Massenspektren. Bei der Erstellung des BPC wurden ebenfalls die oben ge-
nannten Massen ausgeschlossen.
Für die automatische Zuweisung von potentiellen Summenformeln wurden die in der Soft-
ware implementierten Programme SmartFormula und SmartFormula3D verwendet.
Letzteres kam zur Anwendung, wenn zusätzlich zum APCI-Massenspektrum ein MS2-Mas-
senspektrum eines Vorläufer-Ions vorhanden war. Die Berechnung erfolgte anhand defi-
nierter Kriterien (Tab. 2.9).  Bei der Bestimmung einer Summenformel wurden die Ele-
mente C, H, N und O automatisch miteinbezogen. Zusätzlich konnte die minimal und/oder 
maximal vorkommende Anzahl an Elementen im Molekül definiert werden (Min./Max.). 
Die Standardwerte wurden bei der Analyse von Zielanalyten, soweit Zusatzinformationen 
vorhanden waren, angepasst. Alle nicht aufgeführten Parameter wurden auf 0 gesetzt oder 
nicht ausgewählt.
Tab. 2.9.  Einstellungen  in  den  Programmen  SmartFormula und  SmartFormula3D zur 
automatischen Bestimmung von potentiellen Summenformeln.
Parameter SmartFormula SmartFormula3D
Max. Si15,S3,P3 Si15,S3,P3
Tolerance 5 ppm 5 ppm
Charge 1 1
Relative intensity threshold 1 1
Electron configuration (MS) even even
Electron configuration (MSn) both
Limit mSigma (MS) 200 50
Limit mSigma (MSn) 100
Check rings plus double bonds Min. -0,5 / Max. 40 Min. -0,5 / Max. 40
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Parameter SmartFormula SmartFormula3D
Filter H/C element ratio Min. H/C 0 / Max. H/C 3 Min. H/C 0 / Max. H/C 3
Neutral loss tolerance 5 mDa
Filter automatically with n most 
intense peaks to be explained
2...4
Die  dekonvolutionierten  APCI-Massenspektren  von  Zielanalyten  wurden  in 
SmartFormula3D eingeladen und prozessiert (Abb. 2.2). War keine ausreichende Massen-
genauigkeit gegeben, wurden die Massen aus APCI-Massenspektren der auf- oder abstei-
genden Flanke eines Peaks gemittelt und verwendet. Für das Vorläufer-Ion (lila, Precursor  
Spectrum) wurden mögliche Summenformeln angegeben (unten). Diese liegen alle inner-
halb der zuvor festgelegten Grenzen (Fehlertoleranz: 5 ppm; mSigma-Limit: 20). Die kor-
respondierenden natürlichen Isotope des Vorläufer-Ions sind grün unterlegt.
Abb. 2.2.  Bestimmung der Summenformel mittels APCI-Massenspektrum des Vorläufer-
Ions und APCI-MS2-Fragmentspektrum der Produkt-Ionen mit SmartFormula3D.
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Die  Fehlertoleranz  gibt  die  maximale  Abweichung  bei  der  Berechnung  möglicher 
Elementarzusammensetzungen  des  Zielanalyten  an.  Der  mSigma-Wert  repräsentiert  die 
Ähnlichkeit des detektierten Isotopenmusters eines Vorläufer-/Produkt-Ions mit den model-
lierten Isotopenmustern möglicher Elementarzusammensetzungen. Je kleiner dieser Wert, 
desto höher die Ähnlichkeit. Bei mSigma-Werten <20 kann von einer ausreichenden Über-
einstimmung ausgegangen werden.
Im Fragmentspektrum (Fragment Spectrum) wurde den Produkt-Ionen ebenfalls eine Sum-
menformel zugeordnet. In diesem Beispiel konnte mit den Elementarzusammensetzungen 
von fünf Produkt-Ionen des MS2-Spektrums (Fragment Spectrum, unten) die Summenfor-
mel des Vorläufer-Ions erklärt werden.
Die Zuweisung der in dieser Arbeit gezeigten Summenformeln in APCI-Massenspektren 
erfolgte nach manueller Überprüfung und stellte den wahrscheinlichsten Treffer dar. Zu-
dem erfolgte eine Verifizierung der vermutlichen Summenformel mit dem korrespondie-
renden Signal aus 13C-markierten Komplexproben.
2.9.6 Statistik und Fehlerrechnung
Aus einer Reihe von n verschiedenen Messungen einer Messreihe wurde das arithmetische 
Mittel aller Messwerte  berechnet.  Der  Mittelwert x stellt den wahrscheinlichsten Wert 
der Messreihe dar (Formel 2.3).
x =
1
n∑i=1
n
x i         (2.3)
Der mittlere Fehler der Einzelmessung, auch  Standardabweichung s, ist ein Maß für die 
Abweichung des Einzelmesswertes xi vom Mittelwert x (Formel 2.4).
s = ±  1n−1∑i=1
n
x− x i
2         (2.4)
Meist war die Genauigkeit der Einzelmessung einer Messreihe nicht von Interesse, sondern 
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die Genauigkeit des arithmetischen Mittels. Der mittlere Fehler des Mittelwertes sx ist 
um den Faktor 1/n kleiner als die Standardabweichung s und gibt das Intervall um den 
Mittelwert an, indem der wahre Wert einer Größe x erwartet werden kann (Formel 2.5).
sx = ±  1n n−1∑i=1
n
x− x i
2 =
s
n
        (2.5)
Dabei wurde immer vorausgesetzt,  dass alle Messresultate x i voneinander unabhängig 
waren und gleiche Genauigkeit aufwiesen.
Aus der Angabe des  relativen Fehlers srel ließ sich die Präzision eines Messverfahrens 
unmittelbar ablesen (Formel 2.6).
srel = ±
s
x
⋅100 %         (2.6)
2.9.7 Statistische Datenanalyse und Visualisierung
Die statistische Analyse multivariater Datensätze und die Visualisierung der Ergebnisse 
wurde  mit  den  Softwarepaketen  R  (Scatterplots),  Origin  (Diagramme)  und 
MultiExperiment Viewer (u.a. HCA, PCA) durchgeführt (s. Tab. 2.3). Als Datengrundlage 
diente  die  postprozessierte  MetaboliteDetector-Ergebnistabelle  (im  Folgenden  „MD-
Ergebnistabelle“ genannt, s. Abschn. 2.9.4).
Für die Hauptkomponentenanalysen (PCA,  principal component analysis) wurde das im-
plementierte Skript aus dem Programm Multiexperiment Viewer (MeV) verwendet.  Für 
eine aussagekräftige Darstellung wurden Leerzellen (Nullstellen) in der Ergebnistabelle auf 
1 gesetzt und anschließend mittels der Formeln 2.7 und 2.8 normalisiert.
1. x = (xi – MittelwertMetabolitderivat)/StandardabweichungMetabolitderivat         (2.7)
2. x = (xi – MittelwertProbe)/StandardabweichungProbe         (2.8)
mit: x = normalisierte Peakfläche des Metaboliten
xi = Peakfläche des Metaboliten
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Als Signifikanztest wurde der im MeV implementierte Algorithmus für einen Zweistich-
proben-t-Test nach Welch für kleine Probengruppen mit ungleichen Varianzen verwendet. 
Als „signifikant“ wurden nur Analyte bezeichnet, die einem Signifikanzniveau von  p < 
0,01 entsprechen. Zusätzlich wurde die angepasste Bonferroni-Methode angewendet. Die 
Unterschiede wurden mit Hilfe einer Farbkodierung (blau/gelb) dargestellt. Der Datensatz 
wurde zuvor normalisiert.
Die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, one-way analysis of variance) ist eine gerichte-
te Statistikmethode, die zu den strukturerkennenden Verfahren gehört. Es wurde mit der 
implementierten Fisher – Verteilung getestet, ob die Varianz zwischen den Gruppen größer 
war als die Varianz innerhalb der Gruppen. Der Datensatz wurde zuvor normalisiert.
Die „Hierarchische Clusteranalyse“ (HCA) gehört ebenfalls zu den Datenreduktionsverfah-
ren. Prinzipiell versteht man darunter ein Verfahren zur Einteilung von Objekten in Grup-
pen. Sie kann genutzt werden, um Zusammenhänge zwischen Metaboliten zu visualisieren. 
Die vertikale Distanz im Dendrogramm zwischen Knotenpunkten werden durch die Ähn-
lichkeit der beschriebenen Variablen bestimmt. Je größer die Distanz, desto geringer die 
Ähnlichkeit. Die HCA wurde als explorative Datenanalyse verwendet, um Metabolitcluster 
zu identifizieren. Der Datensatz wurde zuvor normalisiert. Zur Beschreibung der Distanz 
wurde die Pearson-Korrelation verwendet.
Für  eine  vergleichende  Betrachtung  der  Metabolitkonzentrationen  zweier  Bedingungen 
wurden Streudiagramme (Scatterplots) mit Hilfe des in der Arbeitsgruppe geschriebenen 
R-Skripts  angefertigt.  Die  Auftragung  der  normalisierten  Peakflächen  erfolgte  doppelt-
logarithmisch. Zur besseren Visualisierung der Unterschiede wurde eine winkelhalbierende 
Hilfsgerade eingefügt.
Zur Berechnung der Korrelationskoeffizienten wurden die in der Statistiksoftware R ver-
fügbaren Funktionalitäten verwendet (Pearson, Spearman's rho).
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Metabolische Analysen von Pseudomonas putida
Qualitative Analyse des Metabolitrepertoires
Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit der verwendeten GC-MS – Methode ca. 400 Verbin-
dungen in den polaren Zellextrakten von P. putida KT2440 detektiert. Davon konnten ins-
gesamt 101 Metabolite identifiziert werden. Die Kultivierung erfolgte auf der Kohlenstoff-
quelle Glukose. Als Stickstoffquelle wurde Ammoniumchlorid verwendet.
Es wurden Metabolite mit Molekülmassen im Bereich von 88 g ∙ mol-1 (Brenztraubensäure) 
und 504 g ∙ mol-1 (Trisaccharide) identifiziert. Die Metabolite können unterschiedlich viele 
Trimethylsilyl  (TMS)-Substituenten  besitzen.  Folglich  sind  mehrere  Derivate  des 
Metabolits  zu  unterschiedlichen  Retentionszeiten  im  GC-MS  –  Chromatogramm 
vorhanden. Die Anzahl an identifizierten Peaks stimmt somit nicht mit der Anzahl an resul-
tierenden Metaboliten im Chromatogramm überein.
Zudem kommt es während der Probenvorbereitung (Behandlung mit organischen Lösemit-
teln  und  Derivatisierungsreagenzien)  zur  Dissoziation  einiger  Verbindungen.  Aufgrund 
dessen  kann  z.B.  Arginin  nur  indirekt  über  seine  Spaltprodukte,  den  Derivaten  von 
Ornithin und Carbodiimid 2TMS, identifiziert werden (Leimer et al., 1977). Bei der Identi-
fizierung von Derivaten wurde das in Abschn. 2.5.9 beschriebene automatisierte Verfahren 
angewandt.
Abb. 3.1 zeigt  ein  typisches  GC-MS – Chromatogramm (Totalionenstrom) des  polaren 
Zellextrakts von P. putida.
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Der mit Abstand intensivste Peak im GC-MS – Chromatogramm von P. putida KT2440 re-
präsentiert  das  Aminosäurederivat  Glutamat  3TMS  (1).  Die  Derivate  der  Metabolite 
Putrescin (3), Lactat (4), Trehalose (6) und Alanin (7) zeigen neben dem Phosphat-Pool (5) 
ebenfalls  eine  deutliche  Abundanz.  Die  Intensitäten  der  übrigen Analyte  befinden sich 
unterhalb  der  von Valin  2TMS (8),  Aspartat  3TMS (9)  und Succinat  2TMS (10).  Des 
Weiteren ist der interne Standard Ribitol (2) im Metabolitprofil präsent.
Mehr als die Hälfte der quantifizierbaren Analyte im GC-MS – Chromatogramm des pola-
ren Zellextrakts von  P. putida KT2440 konnten mit der verwendeten Spektrenbibliothek 
nicht identifiziert werden. Es handelt sich dabei um Verbindungen mit biologischem und 
nicht-biologischem Ursprung.
Biologisch relevante Verbindungen aus  P. putida KT2440 wurden durch Markierung mit 
stabilen Isotopen bestimmt. Die Auswertung von Kultivierungen mit [U-13C]-Glukose er-
gab,  dass  trotz  Verwendung  von  Lösemitteln  und  Chemikalien  hoher  Reinheitsgrade 
während  der  Probenvorbereitung  10...20%  der  detektierten  Peaks  im  Chromatogramm 
nicht-biologischen Ursprungs sind.
Abb. 3.1.  GC-MS – Chromatogramm (Totalionenstrom) eines polaren Zellextrakts von 
P. putida (Kohlenstoffquelle: Glukose). Die Nummern markieren die 10 prominentesten 
Peaks: 1) Glutamat 3TMS, 2) Ribitol 5TMS (Interner Standard), 3) Putrescin 4TMS, 4) 
Lactat 2TMS, 5) Phosphat 3TMS, 6) Trehalose 8TMS, 7) Alanin 2TMS, 8) Valin 2TMS, 9) 
Aspartat 3TMS, 10) Succinat 2TMS.
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Bei den identifizierten Analyten des polaren Zellextrakts von P. putida KT2440 handelt es 
sich überwiegend um Metabolite aus dem Zentralstoffwechsel, Aminosäuren und Fettsäu-
rederivate.  Eine  vollständige  Liste  aller  identifizierten  Metabolite  befindet  sich  im 
Anhang B.
3.1.1 Phänotypische MicroArray – Analyse
Die phänotypische MicroArray – Analyse eröffnet die Möglichkeit, unterschiedliche Sub-
strate im Hochdurchsatz (96-well-Platten) auf deren Metabolisierung durch einen Organis-
mus zu prüfen.  In  der  vorliegenden Arbeit  wurde  P. putida KT2440 mit  verschiedenen 
Kohlenstoffquellen auf den BIOLOG-Platten PM1 und PM2A inkubiert. Dafür wurde das 
in Abschn. 2.6.5 beschriebene Verfahren angewendet.
a          b
Bei 64 von 190 Kohlenstoffquellen (33,7%) wurde eine signifikante Reduktion des Tetra-
zolium Redox – Farbstoffs registriert (Abb. 3.2). Bei den farblich markierten wells handelt 
es sich um Saccharide und Saccharidderivate (rot), Aminosäuren (blau), organische Säuren 
(grün), Aminderivate (gelb) und Fettsäuren (orange).
Monosaccharide wie z.B. D-Mannose (a, A11), D-Fruktose (a, C7) oder D-Glukose (a, C9) 
konnten von P. putida metabolisiert werden. Hingegen konnten D-Galaktose (a, A6), Di-
Abb. 3.2.  Phänotypische MicroArray – Analysen: a) PM1, b) PM2A. Jedes well repräsen-
tiert eine Kohlenstoffquelle (A1, Blank). Kinetische Plots von zwei unabhängigen Inkuba-
tionen (gemittelt). Farblich markierte wells zeigen eine signifikante Reduktion des Redox-
Farbstoffs: Rot: Saccharide und Saccharidderivate; Blau: Aminosäuren; Grün: organische 
Säuren; Gelb: Aminderivate; Orange: Fettsäuren.
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saccharide (z.B. Trehalose (a, A10) und Maltose (a, C10)), Zuckerphosphate (z.B. Gluko-
se-6-phosphat  (a,  C1)  und  Fruktose-6-phosphat  (a,  E4))  und  Zuckeralkohole  (z.B.  D-
Mannitol (a, B11) und Ribitol (a, E9)) nicht verwertet werden.
Von 17 proteinogenen Aminosäuren (Cystein, Tryptophan und Tyrosin waren nicht enthal-
ten) konnten Glycin (Abb. 3.2, b; G5) und L-Methionin (b, G12) nicht metabolisiert wer-
den.
Eine detaillierte Auflistung der Kohlenstoffquellen, die eine signifikante Veränderung auf-
weisen, befindet sich im Anhang C.
Um  die  Verbindungen  verwerten  zu  können,  müssen  entsprechende  membranständige 
Transportersysteme vorhanden sein. Prinzipiell kann man bei BIOLOG-Studien nicht di-
rekt  auf  eine  Umsetzung  der  Kohlenstoffquellen  in  Intermediate  für  die 
Biomasseproduktion  schließen  (Wachstum).  Die  farblose  Verbindung  Tetrazolium wird 
durch die Elektronen der Reduktionsäquivalente (z.B. NADH) reduziert und bildet einen 
violetten Farbstoff. Die Bildung von Reduktionsäquivalenten ist gekoppelt mit katabolen 
Stoffwechselwegen, die durch den Import der Kohlenstoffquelle aktiv werden. Die Farb-
reaktion reflektiert somit ausschließlich den physiologischen Zustand einer Zelle (Bochner, 
2003 & 2009).  Die BIOLOG-Ergebnisse  ermöglichen daher  u.a.  einen  Einblick  in  die 
metabolische Anpassungsfähigkeit von P. putida.
Die angebotene Kohlenstoffquelle kann als Ausgangspunkt für die systematische Erweite-
rung der Spektrenbibliothek verwendet werden. Anhand bekannter Stoffwechselwege kön-
nen z.B. alle darin enthaltenen Intermediate, die noch nicht in der Bibliothek vorhanden 
sind,  identifiziert  und  anschließend  mittels  authentischer  Standards  gemessen  werden. 
Diese Methode ist zwar sehr kostenintensiv und auf die kommerzielle Verfügbarkeit der 
einzelnen Verbindungen angewiesen, dennoch ist sie für globale Metabolomanalysen ein 
wichtiger und schneller Ansatz regulatorische Netzwerke abzubilden.
Die experimentellen Daten sind auch für die Optimierung von mathematischen Computer-
modellen interessant. Puchalka  et al. (2008) nutzte bereits BIOLOG-Daten einer anderen 
Plattenserie (GN2), um das  in silico – Modell von P. putida zu validieren und Lücken in 
den implementierten Stoffwechselwegen zu identifizieren. Ein Vergleich mit den in dieser 
Arbeit verwendeten BIOLOG-Platten PM1 und PM2A zeigte, dass mit diesen insgesamt 22 
weitere  Kohlenstoffquellen eine Farbreaktion auslösen.  Diese können nun ebenfalls  für 
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eine Verfeinerung der Modelle genutzt werden.
3.1.2 Metabolische Zeitreihenstudie
Für die Untersuchung metabolischer Anpassungsstrategien von P. putida KT2440 während 
einer Batch-Kultivierung wurde eine Wachstumsverlaufsanalyse mit 6 Erntezeitpunkten er-
stellt. Ein weiteres Ziel dieser Studie ist die möglichst umfassende Bestimmung von vor-
handenen Metaboliten in verschiedenen Wachstumsphasen.
Zu Beginn des PSYSMO-Projekts wurde gemeinsam mit den Projektpartnern zur Verein-
heitlichung der Kultivierungsparameter die Zusammensetzung des Nährmediums, der pH-
Wert (6,8) und die Kultivierungstemperatur (30 °C) definiert (Abschn. 2.6.3).
Abb. 3.3 zeigt eine Wachstumskurve von P. putida KT2440. Das schnell wachsende Bakte-
rium erreichte im definierten Nährmedium eine optische Dichte (OD) bei einer Wellen-
länge von 600 nm von ca. 5. Die spezifische Wachstumsrate in der exponentiellen Wachs-
tumsphase betrug 0,61 h-1, mit einer entsprechenden Verdopplungszeit von 1,14 h.
Die Einteilung der Wachstumsphasen wurde graphisch ermittelt. Abb. 3.4 zeigt die Wachs-
tumsphasen (gestrichelte Linien) und Erntezeitpunkte (Pfeile) der Zeitreihenstudie. Auf-
Abb. 3.3.  Wachstumskurve von P. putida KT2440. Kultivierungsparameter: M9-Minimal-
medium; Kohlenstoffquelle:  Glukose (c = 40 mmol ∙ L-1);  Stickstoffquelle:  Ammonium-
chlorid (c = 19 mmol ∙ L-1); pH-Wert 6,8; Temperatur: 30 °C.
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grund der geringen Biomasse in der lag- Phase (0...3 h) konnte eine Probennahme erst in 
der frühen exponentiellen Wachstumsphase erfolgen (Erntezeitpunkte nach 4 h und 6 h). 
Im Hinblick auf eine Adaption des Metabolitprofils im Mikroorganismus an die veränderte 
Umgebung  wurde  im  Übergang  zur  stationären  Wachstumsphase  (Verzögerungsphase) 
stündlich geerntet (Erntezeitpunkte nach 7 h und 8 h). Zudem erfolgte eine Probennahme 
in der frühen stationären Wachstumsphase (Erntezeitpunkte nach 10 h und 12 h).
Es wurden pro Erntezeitpunkt 6 biologische Replikate für die GC-MS – Analyse der intra-
zellulären Metabolitzusammensetzung hergestellt (Abschn. 2.7.1 und 2.7.4).
Insgesamt konnten 114 Verbindungen qualitativ nachgewiesen werden (Anhang D). In die 
Berechnung des mittleren relativen Gesamtfehlers von 10,4% wurden 99 quantifizierbare 
Verbindungen einbezogen (Tab. 3.1). Weiterhin konnten 15 Metabolite nur qualitativ nach-
gewiesen werden.
Abb. 3.4.  Graphische Ermittlung der exponentiellen Wachstumsphase (Regressionsgera-
de)  von  P. putida KT2440 und Festlegung  der  Erntezeitpunkte  (Pfeile).  Einteilung der 
Wachstumskurve (gestrichelte Linien) in Wachstumsphasen: lag, exponentiell, stationär.
58 3  ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Tab. 3.1.  Zusammenfassung detektierter Verbindungen zu den Erntezeitpunkten und deren 
Standardfehler.
Zeitreihenstudie
(Probennahme)
Detektierte Verbindungen
qualitativ / quantitativ
Identifizierte
Metabolite
∅ relativer
Standardfehler 
(n = 6, biol. Replikate)
4 h 114 / 99 80 10,6%
6 h 114 / 99 80 9,2%
7 h 114 / 99 80 10,1%
8 h 111 / 96 77 10,1%
10 h 110 / 95 76 10,1%
12 h 110 / 95 74 12,6%
Die Hauptkomponentenanalyse (PCA, principal component analysis) ist ein Verfahren der 
multivariaten Statistik. Im Fokus steht die Reduktion aller relevanten Dimensionen (Eigen-
wertzerlegung) auf möglichst wenige Faktoren, die die mehrheitliche Varianz der Original-
variablen  beschreiben.  In  der  Metabolomanalyse  wird  dieses  Verfahren  als  explorative 
Methode  zur  Darstellung  von  Beziehungen  und  Zusammenhängen  von  Metaboliten 
genutzt.  In  Abb. 3.5 ist  die  Hauptkomponentenanalyse  der  Zeitreihenstudie  dargestellt. 
Grundlage der Berechnung waren die quantitativen Informationen der 6 Erntezeitpunkte 
mit jeweils 6 biologischen Replikaten.
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Der  Anteil  beider  Hauptkomponenten  an  der  Gesamtvarianz  beträgt  insgesamt  46,2%. 
Davon  entfallen  27,5% auf  die  1.  Hauptkomponente  (PC1,  principal  component)  und 
18,7% auf die 2. Hauptkomponente (PC2).
Eine Einteilung der Metabolomproben kann in drei  Cluster  vorgenommen werden.  Die 
metabolischen Profile der Proben aus der exponentiellen Wachstumsphase (4 und 6 h) sind 
deutlich über die 1. Hauptkomponente von den restlichen Proben getrennt. Die Proben der 
Erntezeitpunkte  nach  7 h,  8 h  und 10 h  bilden  ein  weiteres  Cluster.  Nach  einer  Kulti-
vierungsdauer von 12 h ist wiederum eine deutliche Abgrenzung über die 2. Hauptkompo-
nente zu erkennen.
Die hierarchische Clusteranalyse (HCA) gehört ebenfalls zu den strukturerkennenden sta-
tistischen Verfahren.  Ähnlichkeit,  bzw. Unähnlichkeit  der Proben wird durch Distanzen 
beschrieben. Das Bild der HCA stimmt mit den Clustern der PCA weitgehend überein, wo-
bei in dieser Darstellung die Proben des Erntezeitpunkts nach 10 h der stationären Wachs-
Abb. 3.5.  Hauptkomponentenanalyse der Zeitreihenstudie (PC2 vs. PC1). Erntezeitpunkte 
sind farbig dargestellt und werden durch 6 biologische Replikate repräsentiert. Grün: 4 h, 
blau:  6 h,  rot:  7 h,  gelb:  8 h,  orange:  10 h,  schwarz:  12 h.  Die erste  Hauptkomponente 
(PC1) erklärt 27,5% und die 2. Hauptkomponente (PC2) 18,7% der Gesamtvarianz.
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tumsphase zugeordnet werden können (Abb. 3.6).
Bei dieser differenzierteren Einteilung sind die Proben nach einer Kultivierungsdauer von 
7 h und 8 h (geringe Distanz) durch die Umstellung an die veränderten Bedingungen moti-
viert. Die Distanz zu den nachfolgenden Probengruppen (Erntezeitpunkte 10 h und 12 h) 
ist sehr viel ausgeprägter und markiert die stationäre Wachstumsphase.
Der Übergang in die stationäre Wachstumsphase nach einer Kultivierungsdauer von ca. 7 h 
ist auf beginnende Nährstoffmangelbedingungen zurückzuführen. Der Glukose-Katabolis-
mus erzeugt Energie und Intermediate für die Biosynthese von Zellbausteinen. Ein Teil des 
aufgenommenen Kohlenstoffs wird durch aerob respiratorische Prozesse als Kohlendioxid 
ausgeschieden. Für P. putida KT2440 wurde eine Biomasseausbeute bei Wachstum auf der 
Kohlenstoffquelle Glukose von 0,44 g Biotrockenmasse pro Gramm verwendeter Glukose 
ermittelt (del Castillo et al., 2007). Demnach müsste die Kohlenstoffquelle (c = 7,2 g · L-1) 
bei  einer  optischen  Dichte600nm von  ca.  4  (≙ 3,2 g · L-1 Biotrockenmasse;  Formel  2.1, 
Abschn. 2.6.1) nahezu vollständig umgesetzt worden sein. Dies entspricht einer Kultivie-
rungsdauer von ca. 11 h.
Die große Distanz zwischen den Proben nach einer Kultivierungsdauer von 6 h und 7 h ist 
ein Hinweis auf globale Veränderungen im Metabolitprofil. P. putida könnte nach etwa 7 h 
eine  Abnahme  der  Glukose-Konzentration  registrieren  und  infolgedessen  mit  metabo-
lischen  Adaptionsprozessen  an  die  auftretenden  Nährstofflimitationen  beginnen.  Diese 
Regulationsphänomene  gehen mit einer Abnahme der spezifischen Wachstumsrate einher 
(vgl. Abb. 3.3).
Abb. 3.6.  Hierarchische Clusteranalyse von Metabolomproben der  Zeitreihenstudie.  Je 
größer die vertikale Pfadlänge zwischen zwei Knotenpunkten, desto unähnlicher sind die 
Proben. Es kann eine Einteilung der Erntezeitpunkte in die exponentielle Wachstumsphase 
(4 h und 6 h), Verzögerungsphase (7 h und 8 h) und frühe stationäre Wachstumsphase (10 h 
und 12 h) vorgenommen werden.
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Bei der näheren Betrachtung der Korrelationsmatrix in Tab. 3.2. wird erneut der Zeitpunkt 
des Austritts aus der exponentiellen Wachstumsphase nach einer Kultivierungsdauer von 
7 h deutlich (Korrelationskoeffizienten nach Pearson: 4 h vs. 8 h = 0,83 und 6 h vs. 8 h = 
0,88).
Tab. 3.2.  Korrelationsmatrix (nach Pearson / Spearman) von Metabolitprofilen aller Ernte-
zeitpunkte.
Zeitpunkt (Probennahme)
6 h 7 h 8 h 10 h 12 h
Korrelationskoeffizienten nach Pearson / Spearman
4 h 0,97 / 0,94 0,93 / 0,90 0,83 / 0,88 0,70 / 0,84 0,22 / 0,74
6 h 0,97 / 0,97 0,88 / 0,94 0,73 / 0,90 0,23 / 0,81
7 h 0,97 / 0,98 0,88 / 0,95 0,46 / 0,87
8 h 0,96 / 0,98 0,65 / 0,90
10 h 0,83 / 0,93
Exponentielle 
Wachstumsphase
Beginn der stationären
Wachstumsphase
Anhand der Matrix ist ebenfalls zu erkennen, dass sich die Korrelationskoeffizienten von 
direkt  aufeinanderfolgenden  Erntezeitpunkten  (4 h  bis  10 h)  nur  geringfügig  ändern 
(0,96...0,97 nach Pearson). Der Übergang in die stationäre Wachstumsphase ist somit ein 
kontinuierlicher Prozess, der durch die halbkreisförmige Auftrennung der Probengruppen 
über die erste Hauptkomponente reflektiert wird (vgl. Abb. 3.5).
Die Pearson-Korrelation wird aufgrund extremer Veränderungen der relativen Konzentra-
tionen einzelner Metabolite über die Zeit deutlich beeinflusst. Daher gibt der Rangkorrela-
tionskoeffizient nach Spearman die globalen Metabolitveränderungen bei Vergleichen über 
größere Zeiträume besser wieder. Das bedeutet wiederum, dass die Konzentrationsverände-
rungen von wenigen spezifischen Metaboliten den größten Einfluss auf die Verteilung in 
der Hauptkomponentenanalyse ausüben.
Die Korrelationskoeffizienten nach Spearman zeigen ebenfalls deutliche Unterschiede zwi-
schen den Metabolitprofilen nach einer Kultivierungsdauer von 4 h...10 h gegen Proben 
nach 12 h (0,74...0,90), die eine Abgrenzung des letzten Erntezeitpunkts erklären.
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Eine nähere Betrachtung der Konzentrationsprofile kann mögliche Schlüsselmetabolite für 
die Auftrennung der Probengruppen im Datensatz identifizieren. Deren Regulation kann 
spezifisch für eine zelluläre Stressantwort auf Nährstofflimitierungen sein. In Abb. 3.7 sind 
die Gewichtskoeffizienten (loadings) der einzelnen Metabolite für die 1. und 2. Hauptkom-
ponente dargestellt.
Die mit Nummern markierten Merkmale (Metabolite) sind am weitesten vom Ursprung des 
Koordinatensystems entfernt und haben den größten Einfluss auf die Beschreibung der ers-
ten beiden Hauptkomponenten.  Merkmale  nahe dem Ursprung des  Koordinatensystems 
sind für die Beschreibung von geringerer Bedeutung. Merkmale mit ähnlichen Informatio-
nen clustern zusammen, sie sind positiv miteinander korreliert. Ändert sich der numerische 
Wert eines Metabolits, so ist  eine Tendenz vorhanden, dass benachbarte Metabolite die 
gleiche Tendenz im Metabolitprofil zeigen. Anhand dieser Darstellung ist somit die Inter-
pretation  von  möglichen  Netzwerken  und  Verknüpfungen  verschiedener  Metabolite 
möglich.
Die  Separation  der  Probengruppen  durch  Hauptkomponente 1  ist  hauptsächlich  durch 
1,3-Diaminopropan (1), Maltose (2), Pipecolat (3) und Trehalose (4) motiviert (Abb. 3.7). 
Abb. 3.7.  PCA loading-Plot der ersten beiden Hauptkomponenten (PC2 vs. PC1). Jeder 
Punkt stellt ein Metabolit der Hauptkomponenten dar. Dessen Position beschreibt den Ein-
fluss auf die Hauptkomponenten. 1, 1,3-Diaminopropan; 2, Maltose; 3, Pipecolat; 4, Treha-
lose; 5, Pantothenat; 6, unknown#cja-ppu-005;  7, unknown#cja-ppu-008;  8, 5-Aminovale-
rat; 9, Ribose; 10, unknown#cja-ppu-006.
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Die Ausrichtung von Hauptkomponente 2 wird überwiegend durch den Beitrag der Meta-
bolite Pantothenat (5), 5-Aminovalerat (8), Ribose (9) und 3 unbekannten Metabolitderiva-
ten von  P. putida (6,  unknown#cja-ppu-005;  10,  unknown#cja-ppu-006;  7,  unknown#cja-
ppu-008)  bestimmt. Die unbekannten Verbindungen wurden erstmals im Zusammenhang 
mit polaren Zellextrakten von P. putida beschrieben und in die Spektrenbibliothek einge-
pflegt. Daher liegt ein besonderer Fokus auf der Identifizierung dieser Metabolitderivate, 
da sie bei P. putida wahrscheinlich eine große Bedeutung bei regulatorischen Prozessen zur 
Anpassung an Nährstofflimitierungen besitzen.
Die Betrachtung der relativen Metabolitkonzentrationen über die Erntezeitpunkte zeigt in 
den Quadranten I...IV des Koordinatensystems ähnliche Muster, die durch 4 Metabolitderi-
vate stellvertretend für je einen Quadranten repräsentiert werden (Abb. 3.8).
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a           b
c           d
Die Konzentrationsmuster der Metabolite in den Quadranten I und III, sowie II und IV kor-
relieren jeweils negativ miteinander. Die Lage der Metabolitderivate im PCA loading-Plot 
Abb. 3.8.  Konzentrationsprofile von a) 5-Aminovalerat, b) Trehalose, c) Glycerol-3-phos-
phat und d) Isoleucin. Mitte: Quadranten des PCA loading-Plots der ersten beiden Haupt-
komponenten (PC2 vs. PC1). Die Merkmale (Metabolite) in den Quadranten I und III, so-
wie II und IV sind jeweils negativ miteinander korreliert.
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kann mit der Lage der Proben im Hauptkomponentenplot verbunden werden. Die in den 
Außenbereichen von Quadrant III vorkommenden Metabolite besitzen ein Maximum nach 
einer Kultivierungsdauer von 4 h oder 6 h und in Quadrant IV nach 7 h, bzw. 8 h. Vom 
Koordinatenursprung weiter entfernte Metabolite aus Quadrant I besitzen ihr Maximum 
nach 12 h. Metabolite in Quadrant II zeigen Maxima nach einer Kultivierungsdauer von 
4 h und 12 h.
In Tab. 3.3 sind die Faktoren aller identifizierten Metabolite aus den Quadranten II und III 
aufgelistet. In diesen Quadranten weisen die Metabolite erhöhte Konzentrationen in Proben 
der  exponentiellen  Wachstumsphase  auf.  Zugleich  sind  die  Metabolite  aus  Quadrant  II 
auch für die Proben der stationären Wachstumsphase (Erntezeitpunkt nach 12 h) von Be-
deutung.
Tab. 3.3.  Verhältnisse der Metabolite aus den Quadranten II und III im Vergleich zum 
Erntezeitpunkt nach 6 h.
Metabolit
4 h 7 h 8 h 10 h 12 h
Q
ua
dr
an
t I
I
2-Ketoglukonat 3,4 0,58 0 0 0
3-Hydroxybutanoat 1,08 0,94 0,78 0,76 1,15
5-Aminovalerat 3,63 0,87 0,83 0,73 1,69
Citrat 0,46 0,37 0,28 0,23 0,11
Cystein 0,75 0,81 0,58 0,81 0,71
Cytosin 1,3 0,41 0,32 0,19 0,04
Dihydroxyacetonphosphat 1,69 0,39 0 0 0
Fruktose-1,6-diphosphat 0,78 0,14 0,04 0,01 0,01
Fruktose-6-phosphat 1,03 0,45 0,3 0,19 0,06
Glukoheptonat-1,4-lacton 1,08 0,54 0,5 0,58 0,46
Glukonat 2,7 0,96 0,88 0,47 0,46
Mannitol 1 0,57 0,32 0,15 0,07
N-Acetylglutamat 1,52 0,66 0,42 0,33 0,07
Oxamat 1,06 0,58 0,39 0,69 0,33
Pyroglutamat 1,37 0,73 0,73 0,46 0,33
Ribose 1,6 0,68 0,82 0,76 1,09
Ribose-5-phosphat 1,24 0,65 0,46 0,4 0,24
Uridin 1,3 0,5 0,5 0,21 0,26
Valin 1,44 0,7 0,46 0,43 0,4
Faktor (=PeakflächeErntezeitpunkt  / Peakfläche Erntezeitpunkt (6 h))
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1 2-Keto-3-deoxy-6-phosphoglukonat (KDPG) aus dem Entner-Doudoroff-Weg ist in der 
Spektrenbibliothek nicht vorhanden. Im Verlauf der massenspektrometrischen Probenvor-
bereitung kann es zur Abspaltung der Phosphat-Gruppe kommen. Daher ist als indirekter 
Nachweis von KDPG die Verbindung 2-Keto-3-deoxyglukonat (KDG) angegeben.
Viele Metabolite des Glukose-Katabolismus sind dort zu finden (z.B. Glukose, Glukonat, 
2-Ketoglukonat, Glukose-6-phosphat, etc.).
Ferner zeichnet sich eine hohe Aktivität des Citratzyklus in der exponentiellen Wachstums-
phase ab. Dies ist durch die erhöhten Metabolitkonzentrationen von Citrat, 2-Ketoglutarat, 
Succinat, Fumarat und Malat zu erklären. Die Hochregulierung dient der Energiegewin-
nung und Bereitstellung von Primärmetaboliten, deren Kohlenstoffskelette Ausgangspunkt 
für weitere Biosynthesen sind.
Des Weiteren deuten die in erhöhten Konzentrationen vorliegenden Aminosäuren (Cystein, 
Valin, Alanin, Glutamat, Leucin, Prolin, Threonin und Tryptophan) und Intermediate auf 
deren anabolen Stoffwechselwegen (u.a. Homoserin, 4-Aminobutanoat) und auf eine ge-
Metabolit
4 h 7 h 8 h 10 h 12 h
Q
ua
dr
an
t I
II
1-O-Methyl-Galaktopyranosid 0,98 0,71 0,54 0,39 0,29
0,97 0,93 0,75 0,58 0,62
2-Ketoglutarat 0,91 0,76 0,71 0,66 0,38
3-Hydroxydecanoat 0,78 0,86 0,7 0,69 0,51
4-Aminobutanoat 0,81 0,92 0,77 0,67 0,25
Alanin 0,88 0,79 0,52 0,52 0,15
Beta-Alanin 1,02 1,24 0,93 0,83 0,3
Erythrose-4-phosphat 0,94 0,7 0,45 0 0
Fumarat 0,88 0,78 0,66 0,59 0,27
Glukose 0,85 0,91 0,92 0,69 0,5
Glukose-6-phosphat 0,8 0,64 0,44 0,27 0,07
Glutamat 1,2 0,81 0,58 0,51 0,11
Glycerol 0,82 0,79 0,78 0,54 0,34
Glycerol-3-phosphat 0,83 0,81 0,55 0,38 0,18
Homoserin 0,82 1,11 1,01 0,45 0,29
Laktat 0,61 0,59 0,44 0,28 0,08
Leucin 1,08 1,01 0,77 0,82 0,65
Malat 0,86 0,76 0,62 0,47 0,21
Phosphat 0,67 0,93 0,83 0,73 0,55
Phosphatmonomethylester 0,96 0,95 0,77 0,7 0,62
Prolin 0,65 1,02 0,69 0,61 0,53
Putrescin 1 0,89 0,78 0,65 0,46
Succinat 1 0,97 0,77 0,7 0,36
Threonin 0,99 0,97 0,56 0,87 0,29
Tryptophan 0,77 0,75 0,45 0,37 0,17
UMP 0,47 0,82 0,38 0,49 0,28
Xanthin 0,45 1,19 0,16 0 0
Faktor (=PeakflächeErntezeitpunkt  / Peakfläche Erntezeitpunkt (6 h))
2-Keto-3-deoxygluconat1
3  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 67
steigerte Proteinbiosynthese hin. Ferner sind Metabolite in erhöhten Konzentrationen vor-
handen,  die  auf  eine  gesteigerte  Synthese  von  Nukleotiden  hinweisen  (z.B.  Ribose, 
Cytosin, Uridin, UMP).
Dies komplettiert das Bild einer Zelle, deren metabolisches Profil während der exponenti-
ellen Wachstumsphase auf die Produktion von Biomasse ausgelegt ist (Zellteilung).
In Tab. 3.4 sind die Faktoren der Metabolite aus Quadrant IV aufgelistet, die in den Proben 
nach  einer  Kultivierungsdauer  von  7 h,  8 h  (Verzögerungsphase)  und  10 h  (stationäre 
Wachstumsphase) Maxima zeigen.
Neben einigen Aminosäuren (Aspartat, Glycin, Isoleucin, Lysin, Serin und Tyrosin) sind in 
der Verzögerungsphase viele Metabolite mit Aminogruppen in erhöhter Konzentration vor-
handen.
Insbesondere Metabolite, die mittelbar und unmittelbar mit dem Lysin-Abbau und  Poly-
amin-Metabolismus verknüpft sind, zeigen ein Maximum zu diesen Zeitpunkten (Aspartat, 
Ornithin, Saccharopin, Serin, Glycin und 2,4-Diaminobutanoat). Das Polyamin Putrescin 
Tab. 3.4.  Verhältnisse der Metabolite aus Quadrant IV im Vergleich zum Erntezeitpunkt 
nach 6 h.
Metabolit
4 h 7 h 8 h 10 h 12 h
Q
ua
dr
an
t I
V
2-Aminobutanoat 1,51 1,26 1,24 0,99 0,13
2,4-Diaminobutanoat 0,31 1,5 1,2 0,2 0,11
3-Phosphoglycerat 0,54 0,81 0,6 0,75 0,54
AMP 0,45 0,92 1,26 0,98 0,51
Aspartat 0,77 1,09 0,86 0,88 0,23
Diethanolamin 0,15 1,2 1,14 1,39 0,61
Ethanolaminephosphat 0,34 0,95 0,84 0,68 0,71
Glycin 0,79 1,27 1,24 0,91 0,38
Hexadecanoat 0,36 0,74 0,92 0,77 0,81
Isoleucin 0,55 1,23 1,03 1,01 0,54
Lysin 0,89 1 0,81 0,78 0,51
Malat-1-Methylester 1,01 1,12 1,06 1,03 0,39
Nicotinamid 0,9 1,34 1,19 1,25 0,92
Octadecanoat 0,82 0,87 0,9 1,06 0,7
Ornithin 0,28 1,99 1,8 0,86 0,24
Quinat 0,48 3,2 1,43 2,56 0,22
Saccharopin 0,67 1,52 1,55 0,85 0,1
Serin 0,73 1,35 1,2 1,28 0,72
Tyrosin 0,87 1,07 0,68 0,85 0,63
Xylulose-5-phosphat 0,76 0,66 0,88 0,71 0
Faktor (=PeakflächeErntezeitpunkt  / Peakfläche Erntezeitpunkt (6 h))
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gehört im Chromatogramm des polaren Zellextrakts von  P. putida zu den abundantesten 
Metaboliten (vgl. Abb. 3.1). 
In  Tab. 3.5 sind Metabolite gezeigt, die in den Proben der stationären Wachstumsphase 
(nach 12 h) hoch reguliert sind.
Bei beginnender Nährstofflimitierung wird der Glutamat-Pool stetig herunter reguliert (vgl. 
Tab.3.3). Nach einer Kultivierungsdauer von 8 h übersteigt der Peak des Metabolitderivats 
Trehalose 8TMS im GC-MS – Chromatogramm erstmalig den bis dahin prominentesten 
Peak von Glutamat 3TMS. Nach einer Kultivierungsdauer von 12 h erreicht Trehalose die 
32fache Konzentration im Vergleich zu der Konzentration in Proben nach einer Kultivie-
rungsdauer von 6 h. Die Verbindungen sind negativ miteinander korreliert (Pearson-Korre-
lationskoeffizient = -0,91)
Des Weiteren sind wieder Metabolite in erhöhter Konzentration vorhanden, die mit dem 
Abbau  von  Aminosäuren,  bzw.  mit  dem  Polyaminstoffwechsel  assoziiert  sind  (u.a. 
Pipecolat, 1,3-Diaminopropan, Pantothenat). Durch die Nährstofflimitierungen in der sta-
tionären Wachstumsphase werden vermutlich alternative Wege erschlossen. Daher ist eine 
Verwertung der vorhandenen Aminosäuren abgebauter Proteine denkbar. Dies würde auch 
die deutlich niedrigeren Konzentrationen sämtlicher Aminosäuren erklären.
Tab. 3.5.  Verhältnisse der Metabolite aus Quadrant I im Vergleich zum Erntezeitpunkt 
nach 6 h.
Metabolit
4 h 7 h 8 h 10 h 12 h
Q
ua
dr
an
t I
1,3-Diaminopropan 0,7 1,45 1,56 1,73 1,39
2-Hydroxybutanoat 0,84 1,04 1,05 0,86 1,1
Benzoat 0,86 0,86 1,26 0,63 0,67
Galaktose 2,54 0,9 1,85 0,65 0,25
Glyceraldehyd 1,01 1,05 0,86 1,53 1,55
Hexadecenoat 0,26 0,65 0,8 0,53 0,49
Maltose 1,17 3,14 6,39 8,04 7,74
Octadecenoat 0,28 0,62 0,67 0,55 0,57
Pantothenat 1,01 1,18 1,09 1,94 6,13
Phenylalanin 1,02 1,14 0,91 0,66 1,13
Phosphoenolpyruvat 0,47 1,43 1,11 2,76 1,41
Pipecolat 0,26 2,22 3,17 4,88 4,78
Pyruvat 0,84 0,97 1,06 0,98 0,76
Trehalose 1,86 6,31 9,38 14,61 32,57
Faktor (=PeakflächeErntezeitpunkt  / Peakfläche Erntezeitpunkt (6 h))
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In Abb. 3.9 sind die Proben der stationären Wachstumsphase (12 h) gegen die Proben der 
exponentiellen  Wachstumsphase  (6 h)  doppelt-logarithmisch  aufgetragen.  Der  Pearson-
Korrelationskoeffizient beträgt 0,23 und reflektiert damit die unterschiedlichen Metabolit-
profile  der beiden Wachstumsphasen. Aus Gründen der Übersichtlichkeit  wurden unbe-
kannte Metabolitderivate nicht beschriftet. Wie bereits beschrieben sind die Metabolitpools 
von Trehalose,  Maltose,  Pipecolat  und  Pantothenat  in  der  stationären  Wachstumsphase 
deutlich gestiegen.
Pantothenat,  um Faktor 6 erhöht,  kann enzymatisch in CoenzymA (CoA) umgewandelt 
werden. CoA ist ein wichtiges Intermediat im Energiestoffwechsel und ist an zahlreichen 
Reaktionen, z.B. in aktivierter Form (Acetyl-CoA) auch an der Biosynthese von Zuckern 
Abb. 3.9.  Vergleich gemittelter relativer Metabolitkonzentrationen zwischen Proben der 
stationären (12 h) und exponentiellen (6 h) Wachstumsphase (doppelt-logarithmische Auf-
tragung). Markiert sind identifizierte Metabolite mit einer Abweichung um Faktor >3.
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beteiligt.  Des Weiteren wird es im Fettsäuremetabolismus benötigt. Bei der  β-Oxidation 
spielt  CoA in seiner aktivierten Form (Acyl-CoA) eine wichtige Rolle.  Da nur wenige 
Metabolite dieser Metabolitkaskade in der Bibliothek vorhanden sind und es sich um den 
polaren Zellextrakt handelt, kann nur vermutet werden, dass fettsäurehaltige Speicherstoffe 
während der stationären Wachstumsphase abgebaut werden. Erniedrigt vorliegende unge-
sättigte  und  gesättigte  Fettsäuren  (Hexadecenoat  und  Octadecenoat,  beide  ca.  2fach; 
Hexadecanoat und Octadecanoat, beide ca. 1,5fach) und Glycerol-3-phosphat (5,6fach er-
niedrigt) könnten diese Annahme erklären.
Pipecolat  ist  ein  Intermediat  des  Lysin-Katabolismus  in  P. putida.  Über  eine  Kaskade 
enzymatischer  Umsetzungen  gehen  die  Abbauprodukte  α-Ketoglutarat  und  Acetyl-CoA 
schlussendlich in den Citrat-Zyklus über  (Revelles  et al., 2005). Daher ist anzunehmen, 
dass die bereits diskutierten Aminogruppen-haltigen Verbindungen zur Energieerzeugung 
für Stoffwechselvorgänge abgebaut werden.
Im Gegensatz dazu ist eine deutliche Abnahme bei Metabolitpools phosphorylierter Ver-
bindungen  (Dihydroxyacetonphosphat,  Glukose-6-phosphat,  Fruktose-1,6-bisphosphat, 
Fruktose-6-phosphat,  Erythrose-4-phosphat,  Xylulose-5-phosphat)  zu  verzeichnen.  Dies 
war zu erwarten, da z.B. die Metabolitpools des Entner-Doudoroff-Wegs über den Gluko-
se-Katabolismus reguliert werden. In der stationären Wachstumsphase ist die Kohlenstoff-
quelle jedoch verbraucht, so dass die Metabolitpools herunter reguliert sind.
Interessant ist die Regulierung des kompatiblen Soluts Mannitol (Abb. 3.10, a). Nach einer 
Kultivierungsdauer von 7 h ist eine Abnahme um nahezu die Hälfte (57%) zu verzeichnen.
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a          b
Als kompatibles Solut wird Mannitol von P. putida gegen Osmolyte (z.B. Salzstress) gebil-
det. Die Akkumulation von Mannitol in Gegenwart von Glukose wurde bereits von Kets 
et al. (1996) beschrieben. Damit könnte die intrazelluläre Konzentration von Mannitol die 
Abnahme der Kohlenstoffquelle Glukose reflektieren.
Des Weiteren wurde eine unbekannte Verbindung in  Abb. 3.9 aufgenommen, die in der 
Zelle eine starke Regulation über die Zeit erfährt (Abb. 3.10, b). Die unbekannte Verbin-
dung  „unknown#ppu-cja-001“  wird  daher  im  zweiten  Teil  dieser  Arbeit  anhand 
verschiedener Methoden der Strukturanalyse näher charakterisiert.
Eine  Projektion  der  Konzentrationsprofile  von  Metaboliten  des  Zentralstoffwechsels 
(Entner-Doudorff-Weg,  Citrat-Zyklus,  Pentosephosphatweg) soll  auf einer Stoffwechsel-
karte mögliche Metabolitflüsse aufzeigen (Abb. 3.11).
Abb. 3.10.  Konzentrationsprofil  von  a) Mannitol  und  b)  „unknown#ppu-cja-001“ 
(Zeitreihenstudie).
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Glukose  wird  von  P. putida über  drei  konvergente  Wege  verwertet  (del Castillo  et al., 
Abb. 3.11.  Zentralstoffwechsel von P. putida. Der Glukose-Import verläuft über 3 Meta-
bolite  (Glukose,  Glukonat,  2-Ketoglukonat).  Gestrichelte  Linien  beinhalten  Zwischen-
schritte. Relative Darstellung der Konzentrationen auf den höchsten Wert skaliert. Metabo-
lite ohne Konzentrationsprofil wurden nicht detektiert.
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2007). Nachdem die Verbindung die äußere Zellmembran mittels Transportern passiert hat, 
wird sie von Enzymen im periplasmatischen Raum zu Glukonat und 2-Ketoglukonat um-
gewandelt. Alle 3 Verbindungen werden über Transporter in die Zelle geschleust. Der Ver-
lauf zeigt, dass die Metabolitpools von Glukonat und 2-Ketoglukonat nach einer Kultivie-
rungsdauer von 4 h signifikant herunter reguliert werden. Der intrazelluläre Glukose-Pool 
hingegen wird relativ konstant gehalten und erst nach einer Kultivierungsdauer von 10 h 
nimmt die Konzentration ab. Der Zentralstoffwechsel dient der Energiegewinnung und Be-
reitstellung von Ausgangsverbindungen für die Produktion von Biomasse. Die Intermediate 
des Citrat-Zyklus liegen in der exponentiellen Wachstumsphase in erhöhter Konzentration 
vor.  Dies  deutet  auf  einen  effizienten  Energiemetabolismus  hin.  Außerdem stellen  die 
Intermediate das Kohlenstoffskelett für weitere essentielle Metabolite bereit (z.B. Amino-
säuren).
Der Pentosephosphatweg stellt Reduktionsäquivalente in Form von NADPH bereit.  Des 
Weiteren dient er u.a. zur Bereitstellung von Ribose, die für die Synthese von Nukleinsäu-
ren (RNS/DNS) notwendig ist. Das Konzentrationsprofil von Ribose zeigt ein Minimum 
während des Eintritts in die stationäre Wachstumsphase (7 h und 8 h) und steigt danach 
wieder. Dies könnte mit einem hohen Verbrauch von Ribose bis zum Eintritt in die statio-
näre Wachstumsphase zusammenhängen, da durch die erhöhte Transkription im Zuge von 
Zellteilungsprozessen ein erhöhter Bedarf besteht.
Weiterhin  besitzen  die  Metabolite  der  Glukoneogenese  (Fruktose-1,6-bisphosphat, 
Fruktose-6-phosphat) ein deutliches Maximum in den Proben nach einer Kultivierungs-
dauer von 4 h und 6 h.  Danach erfolgt ein signifikanter Abfall  der Metabolitkonzentra-
tionen. Dies könnte mit  der Bildung von Trehalose als  Speicherstoff  zusammenhängen, 
deren Metabolitpool nach 8 h signifikant  ansteigt.  Der Trehalose-Pool kann wie bereits 
beschrieben für die Bereitstellung von Glukose in der stationären Wachstumsphase ver-
wendet werden.
Die metabolische Zeitreihenstudie von P. putida KT2440 zeigt die qualitativen und quanti-
tativen Veränderungen im Metabolismus während der  einzelnen Wachstumsphasen.  Die 
exponentielle  Wachstumsphase  ist  geprägt  durch  Metabolite  des  Glukose-Katabolismus 
und Intermediaten zum Aufbau von Aminosäuren und Nukleotiden. In der Verzögerungs-
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phase (nach ca. 7 h...8 h) verändert sich der Metabolismus drastisch. Die Korrelationen der 
Metabolitprofile von allen Erntezeitpunkten zeigten jedoch, dass die zelluläre Stressant-
wort  auf  beginnende  Nährstofflimitierung  eher  kontinuierlich  verläuft.  Sprunghafte 
Konzentrationsveränderungen sind nur bei wenigen Metaboliten zu verzeichnen. Dies ist 
z.B. bei den negativ korrelierenden Metaboliten Glutamat und Trehalose der Fall.
Die intrazellulären Konzentrationen von Speicherstoffen (z.B.  Trehalose)  steigen,  wenn 
sich die Zellen auf das limitierte Nährstoffangebot einstellen. Zudem werden Intermediate 
des Aminosäurenabbaus detektiert, die vermutlich von Aminosäuren abgebauter Proteine 
stammen und später als alternative Energiequelle genutzt werden könnten. In der frühen 
stationären  Wachstumsphase  liegen  die  Metabolite  des  Zentralstoffwechsel  deutlich 
erniedrigt vor. Die Metabolitpools der Disaccharide Trehalose und Maltose sind erhöht. Im 
Falle von Trehalose sogar um das 32fache im Vergleich zu Proben nach einer Kultivie-
rungsdauer von 6 h. Diese Akkumulation der Speicherstoffe deutet auf eine Reserve für die 
Zelle hin, nachdem alle alternativen Kohlenstoffquellen verwertet wurden.
Der Erntezeitpunkt in der exponentiellen Wachstumsphase wurde auf Basis dieser Daten 
nach einer Kultivierungsdauer von ca. 6 h festgelegt. Zu diesem Zeitpunkt ist genügend 
Biomasse in der Kulturbrühe vorhanden, so dass auch Proben für andere systembiologische 
Plattformen entnommen werden können. Die biologischen Replikate zeigen ferner den ge-
ringsten relativen Gesamtfehler (Tab. 3.1).
3.1.3 Vergleich von metabolischen Profilen von P. putida bei Wachstum auf  
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen
Die  Charakterisierung  der  typischen  Metabolitprofile  des  Bodenbakteriums  P. putida 
KT2440 bei Wachstum auf den Kohlenstoffquellen Benzoat und Succinat im Vergleich zu 
Glukose bildete die Grundlage für Untersuchungen bei denen der Organismus verschiede-
nen abiotischen Stressfaktoren ausgesetzt wurde. In dieser Studie soll die Aktivierung bzw. 
Inaktivierung verschiedener metabolischer Pfade in Abhängigkeit von der Nahrungssitua-
tion untersucht werden.
Jede Probengruppe besteht aus 6 biologischen Replikaten, die während der exponentiellen 
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Wachstumsphase geerntet wurden. Die Probenvorbereitung wurde, wie in  Abschn. 2.7.2 
und Abschn. 2.7.4 beschrieben, durchgeführt. Die Kohlenstoffäquivalenz der Kohlenstoff-
quellen wurde durch die Anpassung der Anfangskonzentrationen sichergestellt. Zusätzlich 
wurde eine Median-Anpassung (PeakflächeMetabolit/MedianProbepeakflächen) durchgeführt, um et-
waige substrat-spezifische Biomasseveränderungen auszugleichen.
Eine Zusammenfassung von detektierten und quantifizierbaren Metaboliten der GC-MS – 
Messungen ist in Tab. 3.6 aufgelistet. Die durchschnittlichen relativen Standardfehler der 
biologischen Proben liegen im Bereich von ca. 10%. Damit ist eine ausreichende biolo-
gische Reproduzierbarkeit sichergestellt. Eine vollständige Auflistung der detektierten Ver-
bindungen befindet sich in Anhang E.
Tab. 3.6.  Übersicht  der  detektierten  Verbindungen  bei  Wachstum  auf  verschiedenen 
Kohlenstoffquellen und deren Standardfehler.
Kohlenstoffquelle
Detektierte 
Verbindungen
Identifizierte
Metabolite
∅ relativer
Standardfehler
(n = 6, biol. Replikate)
Glukose 91 77 10,5%
Succinat 89 75 10,2%
Benzoat 87 73 10,9%
Die Hauptkomponentenanalyse zeigt die Clusterung von jeweils 6 biologischen Replikaten 
der verschiedenen Kohlenstoffquellen (Abb. 3.12). Die ersten beiden Hauptkomponenten 
erklären 67,6% der Gesamtvarianz. Die Auftrennung der Glukose- und Succinat-Proben 
erfolgt  hauptsächlich  entlang  der  1.  Hauptkomponente  (PC1,  37,9%),  wohingegen  die 
Proben der Benzoat-Kultivierung fast ausschließlich über die 2. Hauptkomponente (PC2, 
29,6%) aufgetrennt werden.
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Die nahezu identischen prozentualen Anteile an der Gesamtvarianz und die sehr eindeutige 
Verteilung  in  der  Hauptkomponentenanalyse  können  in  den  unterschiedlichen 
Eintrittswegen der Kohlenstoffquellen in den Stoffwechsel begründet sein. Glukose wird, 
wie bereits beschrieben, über den Entner-Doudoroff-Weg metabolisiert. Succinat kann als 
Intermediat des Citrat-Zyklus nach dem Import direkt in diesem metabolisiert werden. Die 
Verstoffwechslung der  aromatischen Verbindung Benzoat  erfolgt  von  P. putida KT2440 
über den β-Ketoadipat-Weg (Williams  et al., 1974). Die Endprodukte dieses Abbauwegs, 
Succinyl-CoA und Acetyl-CoA, sind Intermediate des Citrat-Zyklus und können ebenfalls 
zur Energiegewinnung und Biomasseproduktion genutzt werden. Bei Benzoat handelt es 
sich jedoch um eine Substanz, die für die meisten Bakterien toxisch ist. Der initiale Abbau-
weg benötigt ein verändertes Enzymrepertoire und die Zelle muss Energie aufwenden, be-
vor sie die Intermediate zur Energiegewinnung nutzen kann. Es handelt sich somit um eine 
deutliche Stresssituation für den Organismus.
Mittels einer ANOVA und anschließender hierarchischer Clusteranalyse des Datensatzes 
Abb. 3.12.  Hauptkomponentenanalyse des Kohlenstoffquellenvergleichs  (PC2 vs. PC1). 
Glukose  (grün),  Succinat  (blau)  und Benzoat  (rot).  Die  erste  Hauptkomponente  (PC1) 
erklärt 37,9%, die zweite Hauptkomponente (PC2) 29,6% der Gesamtvarianz.
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können signifikant veränderte Metabolite die miteinander korrelieren visualisiert werden 
(Abb. 3.13). Ähnlich einem PCA loading-Plot werden in diesem mustererkennenden Ver-
fahren korrelierende Metabolitgruppen zusammengefasst.  Die Korrelationen werden mit 
einem Dendrogramm dargestellt.
Die Distanzen zwischen den Probengruppen verschiedener Kohlenstoffquellen sind sehr 
groß, was bereits durch die Hauptkomponentenanalyse gezeigt wurde (Abb. 3.12).
Mehr als  die Hälfte der signifikant veränderten Metabolite im Vergleich zu mindestens 
einer  weiteren  Kohlenstoffquelle  gehen  auf  die  Glukose-Kultivierung zurück.  Darunter 
befinden  sich  Metabolite  des  Entner-Doudoroff-Wegs  (Glukose,  Glukonat),  des  Citrat-
Zyklus  (Malat,  Fumarat,  Succinat,  Citrat)  und des  Pentosephosphat-Wegs  (Xylulose-5-
phosphat).
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Abb. 3.13.  ANOVA mit hierarchischer Clusteranalyse von Metabolomproben des Kohlen-
stoffquellenvergleichs und Darstellung signifikant veränderter Metabolite (Fisher-Vertei-
lung, p < 0,01; mit Bonferroni Anpassung). Die gelbe Farbcodierung zeigt erhöhte, die 
blaue erniedrigte Metabolitpools an. Die Nummern stehen für Gruppen signifikanter Meta-
bolite in den 1) Glukose-, 2) Succinat-, 3) Benzoat-Kultivierungen.
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Die signifikant veränderten Metabolite der Succinat-Kultivierung sind hauptsächlich dem 
Stickstoffmetabolismus der Zelle zuzuordnen. Die Aminosäuren Lysin, Serin, Aspartat und 
Ornithin, sowie Metabolite des Lysin-Metabolismus (2,6-Diaminopimelat, 5-Aminovalerat, 
2-Aminoadipat, Glutarat) heben sich im Vergleich zur Glukose- und Benzoat-Kultivierung 
deutlich ab. Da Arginin nur indirekt als Spaltprodukt in Form von Ornithin zu detektieren 
ist, kann keine Aussage über dessen Signifikanz getroffen werden.
Im Gegensatz zur Glukose- und Benzoat-Kultivierung, bei denen die jeweilige Kohlen-
stoffquelle  eine signifikante Veränderung zeigt,  ist  die  intrazelluläre  Konzentration von 
Succinat weniger reguliert.
In  der  Benzoat-Kultivierung  sind  Benzoat,  2  unbekannte  Metabolitderivate,  4-
Aminobutanoat und aus dem Citrat-Zyklus (Malat, Succinat, Fumarat) signifikant verän-
dert.  Ferner  sind  die  Metabolitpools  von  Trehalose  und  Leucin  im  Vergleich  zu  der 
Succinat-Kultivierung signifikant erhöht.
Zwar  ermöglichen  die  chromosomal  codierten  Enzyme  des  Abbauweges  von  Benzoat 
P. putida KT2440 diese Kohlenstoffquelle zu verwerten, die Ergebnisse deuten allerdings 
auf eine Stresssituation für die Zelle hin. Der erhöhte Trehalose-Pool ist ein Indiz für diese 
Annahme. In der Zeitreihenstudie bei Wachstum auf Glukose akkumuliert Trehalose erst zu 
Beginn der Verzögerungsphase und erreicht ein Maximum in der stationären Wachstums-
phase (Abschn. 3.1.2).
Schlüsselmetabolite aus dem Abbauweg von Benzoat wurden nicht detektiert. Ein Grund 
dafür könnte sein, dass die Metabolitderivate unter dem Detektionslimit liegen. Die End-
produkte des  β-Ketoadipat – Weges Succinyl-CoA und Acetyl-CoA sind aufgrund ihrer 
hohen molaren Masse nicht flüchtig und können daher mittels Gaschromatographie-Mas-
senspektrometrie nicht erfasst werden.
Ein direkter Vergleich von Metabolomproben der Succinat- und Glukose-Kultivierungen 
ist in Abb. 3.14 dargestellt.
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Das Wachstum auf Succinat ist geprägt durch erhöhte Konzentrationen von Metaboliten 
des Stickstoffmetabolismus. Intermediate aus dem Auf- und Abbauweg von Lysin (2,6-
Diaminopimelat,  6,4fach;  5-Aminovalerat,  11,0fach;  2-Aminoadipat,  16fach;  Glutarat, 
13,3fach) liegen in deutlich erhöhter Konzentration vor. Das kompatible Solut Mannitol 
(25fach  erhöht)  und  der  Speicherstoff  Trehalose  (21,6fach  erhöht)  zeigen  die  größten 
Konzentrationsunterschiede in den Zellen der Succinat-Kultivierung. Die im Vergleich zur 
Glukose-Kultivierung erniedrigten Intermediate der Glukoneogenese und somit den Vor-
läufermetaboliten  von  Trehalose  (u.a.  Dihydroxyacetonphosphat,  8,3fach;  Fruktose-6-
phosphat, 3,2fach; Glukose-6-phosphat, 1,6fach) deuten auf eine schnelle Umsetzung und 
somit auf eine erhöhte Biosynthese von Trehalose hin.
Abb. 3.14. Vergleich  gemittelter  relativer  Metabolitkonzentrationen  zwischen  Kultivie-
rungen von P. putida KT2440 auf den Kohlenstoffquellen Succinat und Glukose (doppelt-
logarithmische Auftragung). Markiert sind identifizierte Metabolite mit einer Abweichung 
um Faktor >3.
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Auffällig sind die erniedrigten Metabolitpools von Malat (2fach) und Citrat (3fach). Die 
Kohlenstoffquelle ist in diesem Fall ein Intermediat des Citrat-Zyklus. Die Zelle hat durch 
dessen Verwertung eine geringere Energieausbeute, als bei der Verwertung von Glukose 
über den Entner-Doudoroff-Weg. Eine geringere Wachstumsrate von P. putida bei Wachs-
tum auf Succinat weist ebenfalls darauf hin. Die Intermediate des Citrat-Zyklus werden 
vermutlich  sofort  umgesetzt,  um die  benötigte  Energie  zu  liefern  und Ausgangsverbin-
dungen für weitere Biosynthesen bereitzustellen.
Pantothenat liegt um den Faktor 4,5 erniedrigt vor, was auf eine erhöhte Biosynthese von 
Coenzym A hindeuten könnte.  Coenzym A ist  in  aktivierter  Form als  Acetyl-CoA Aus-
gangspunkt  vieler  Stoffwechselprozesse.  Zudem  wird  die  Verbindung  als  Substrat  bei 
enzymatisch katalysierten Reaktionen im Citrat-Zyklus benötigt. Die Konzentration von 
Glukonat lag unter dem Detektionslimit und konnte nicht nachgewiesen werden.
Der direkte Vergleich der Benzoat- gegen die Glukose-Kultivierung zeigt, dass viele Meta-
bolite  in  erniedrigter  Konzentration  vorliegen  (Abb. 3.15).  Darunter  sind  einige 
unbekannte Verbindungen, sowie Intermediate des Entner-Doudoroff-Wegs und Pentose-
phosphatwegs (u.a.  Fruktose-6-phosphat,  4,3fach;  Xylulose-5-phosphat,  11,1fach;  Dihy-
droxyacetonphosphat  (DHAP)  und  Glukonat).  Ebenso  verhalten  sich  Intermediate  des 
Purin-Metabolismus  (Xanthin,  4,2fach;  Hypoxanthin,  1,8fach).  Die  Konzentration  der 
Pyrimidinbase Cytosin liegt in den Benzoat-Proben sogar unter dem Detektionslimit.
Diese Beobachtungen decken sich mit der Annahme, dass die Kultivierung auf der Kohlen-
stoffquelle  Benzoat  eine  Stresssituation  für  P. putida darstellt.  Damit  könnten auch der 
generell  reduzierte  Metabolismus,  in  Form  von  erniedrigten  Metabolitpools  und  die 
verringerten Wachstumsraten auf Benzoat zusammenhängen.
Im Gegensatz zur Succinat-Kultivierung ist das kompatible Solut Mannitol in der Benzoat-
Kultivierung erniedrigt. Glutamat zeigt, wie bei der Succinat-Kultivierung, keine deutli-
chen  Veränderungen  des  Metabolitpools.  Die  relativ  hohe  Ausgangskonzentration  von 
Benzoat ruft vermutlich eine Stressantwort hervor,  die nicht in einer Akkumulation des 
Polyols mündet.
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Neben  Trehalose,  mit  einem  signifikant  erhöhten  Metabolitpool  (21,9fach),  liegt  3-
Hydroxybutanoat exklusiv in Proben der Benzoat-Kultivierung vor. Allerdings erscheint 
das Hydroxyfettsäurederivat in allen Proben des Datensatzes nahe dem Detektionslimit. 
Nach Abzug der Blankprobe ist 3-Hydroxybutanoat nur noch in Proben der Benzoat-Kulti-
vierung  vorhanden.  Da  P. putida nicht  in  der  Lage  ist  Polyhydroxybutanoat  zu 
synthetisieren (Huisman et al., 1989), könnte es sich um ein Abbauprodukt von Acetacetat 
aus dem Fettsäuremetabolismus handeln.
Auch hier sind wieder Intermediate des Lysin-Abbaus mit erhöhten Metabolitpools präsent 
(2-Aminoadipat, 5,8fach; 2-Aminovalerat, 4,6fach).
Aufgrund der deutlichen Konzentrationszunahme (18fach) auf Seiten der Benzoat-Kulti-
vierung wurde die unbekannte Verbindung „unknown#cja-ppu-010“ in die Darstellung auf-
Abb. 3.15.  Vergleich gemittelter  relativer  Metabolitkonzentrationen zwischen Kultivie-
rungen von P. putida KT2440 auf den Kohlenstoffquellen Benzoat und Glukose (doppelt-
logarithmische Auftragung). Markiert sind identifizierte Metabolite mit einer Abweichung 
um Faktor >3.
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genommen. Es können jedoch aus dem EI-Massenspektrum keine Rückschlüsse auf dessen 
Identität gezogen werden. Durch die deutliche Regulation könnte es sich jedoch um ein 
Schlüsselmetabolit im Benzoat-Metabolismus handeln. 
Die Kultivierungen auf verschiedenen Kohlenstoffquellen im Vergleich zu Glukose-Kulti-
vierungen zeigen Substrat-spezifische Metabolitprofile. Die Korrelationskoeffizienten nach 
Pearson (Succinat/Glukose: 0,48; Benzoat/Glukose: 0,47) werden stark durch die sehr hohe 
Metabolitkonzentration von Trehalose beeinflusst. Bei den Rangkorrelationskoeffizienten 
nach Spearman (Succinat/Glukose: 0,88; Benzoat/Glukose: 0,85) ist dieser Einfluss redu-
ziert, so dass die globalen Unterschiede der Metabolitprofile besser wiedergegeben werden 
können.
Durch die  unterschiedlichen Eintrittswege der  Kohlenstoffquellen in  den Metabolismus 
werden die damit verbundenen Stoffwechselwege unterschiedlich stark reguliert. Während 
bei  Succinat-Kultivierungen diverse  Metabolitpools  des  Citrat-Zyklus  herunter  reguliert 
sind und Intermediate im Lysin-Auf- und Abbau in erhöhten Konzentrationen vorkommen, 
sind in der Benzoat-Kultivierung Intermediate des Zentralstoffwechsel erniedrigt.
Beide Bedingungen haben einen deutlich erhöhten Metabolitpool von Trehalose (>20fach) 
gemeinsam. Das Wachstum auf Succinat und Benzoat ist demnach mit einer verstärkten 
Bildung des Reservestoffs verbunden. Interessant ist, dass trotz der harschen und für viele 
Bakterien toxischen Bedingungen bei Wachstum auf Benzoat P. putida Kohlenstoff-, bzw. 
Energiereserven in Form von Trehalose bildet.
Die  Vergleiche  zeigten  außerdem,  dass  der  metabolisch  vielseitige  Mikroorganismus 
P. putida bei der Verwertung unterschiedlicher Kohlenstoffquellen auf ein relativ konser-
viertes Metabolitrepertoire zurückgreifen kann. Da alle GC-MS – gängigen Intermediate 
des oberen Benzoat-Abbaus unter dem Detektionslimit lagen, kann vermutet werden, dass 
eine direkte Umsetzung in Metabolite des Zentralstoffwechsels stattfindet.
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3.1.4 Untersuchung  der  metabolischen  Stressantwort  von  P. putida auf  
Temperaturveränderungen
In einem Kooperationsprojekt wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Sarah Frank (Klinische 
Forschergruppe OE6711, Medizinische Hochschule Hannover) eine Studie zur globalen 
Untersuchung metabolischer  Regulationsmechanismen unter  Einfluss abiotischer  Stress-
faktoren (Temperaturveränderungen) durchgeführt. In einer früheren Arbeit wurden durch 
ein  Screening einer  P. putida KT2440  Transposonbibliothek  kältesensitive  Mutanten 
(cbrA, cbrB,  pcnB,  vacB und  bipA) identifiziert. Es wird vermutet, dass diese Gene zur 
Stressbewältigung der Zelle beitragen (Reva et al., 2006).
In Hannover wurden 13 unabhängige  Batch-Fermentationen im Bioreaktor durchgeführt. 
Als Kohlenstoffquelle wurde Succinat (c = 15 mmol · L-1) verwendet. Insgesamt wurden 
156 Metabolomproben nach dem etablierten Protokoll generiert (Abschn. 2.6.4 /  2.7.1). 
Die Probenvorbereitung (Abschn. 2.7.4) und GC-MS – Messung der Metabolomproben er-
folgte in Braunschweig.
Die  Kultivierung von  P. putida Wildtyp  und kältesensitiven  Mutanten  wurde  mit  einer 
Initialtemperatur von 30 °C begonnen (Referenzbedingung). In der Mitte der exponentiel-
len Wachstumsphase wurde die Temperatur der Kulturbrühe innerhalb von 1 h auf 10 °C 
erniedrigt. Nach einer Adaptionsphase von 2 h wurden Proben für die Metabolomanalyse 
entnommen (Testbedingung). Es wurden 2 biologische Proben (V1/V2) mit je 6 techni-
schen Replikaten für jede Bedingung (30 °C und 10 °C) hergestellt.
Es wurde bereits gezeigt, dass die zelluläre Stressantwort von P. putida KT2440 auf einen 
Temperatursprung von 30 °C auf 10 °C auf Transkriptomebene durch die Expression vieler 
cbrB-abhängiger Gene repräsentiert wird. Die Metabolitprofile der 30 °C und 10 °C-Pro-
ben von  cbrB-Mutanten sind ähnlich den Wildtypproben, was auf eine Beeinträchtigung 
der regulatorischen Prozesse zur Adaption an niedrigere Temperaturen hindeutet. Die Er-
gebnisse weisen darauf hin, dass die Gene cbrA, pcnB, vacB und bipA durch cbrB reguliert 
werden und zusammen eine regulatorische Einheit bilden (Frank, 2010).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss drastischer Temperaturveränderung auf den 
Metabolismus von P. putida KT2440 (Wildtyp) näher untersucht.
Insgesamt  konnten  75 Verbindungen  reproduzierbar  in  den Proben identifiziert  werden 
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(Tab. 3.7).  Der  relative  Gesamtfehler  der  Kultivierungen beträgt  ca.  21%.  Der  erhöhte 
Fehler im Vergleich zu den bereits beschriebenen Datensätze kann durch die externe Her-
stellung der Metabolomproben erklärt werden. Eine ausführliche Liste der detektierten Ver-
bindungen ist im Anhang F zu finden.
Tab. 3.7.  Zusammenfassung detektierter Verbindungen bei den Kultivierungstemperaturen 
(30 °C und 10 °C) und deren Standardfehler.
Kultivierungs-
temperatur
Detektierte Verbindungen
qualitativ / quantitativ
Identifizierte
Metabolite
∅ relativer
Standardfehler
(n = 6, tech. Replikate)
30 °C 116 / 103 75
19,0% (V1)
20,2% (V2)
10 °C 116 / 103 75
25,3% (V1)
20,9% (V2)
In Abb. 3.13 sind die metabolischen Profile bei einer Kultivierungstemperatur von 10 °C 
gegen 30 °C gezeigt. Der Pearson-Korrelationskoeffizient deutet mit einem Wert von 0,9 
auf eine globale Regulation des Metabolitprofils hin.
Die Metabolitpools von Intermediaten der Glukoneogenese sind deutlich erhöht. Fruktose-
1,6-bisphosphat (4,7fach), Fruktose-6-phosphat (13fach) und Glukose-6-phosphat (4fach) 
sind Vorläufer für den Zuckermetabolismus. Die Verbindung Glukosamin-6-phosphat zeigt 
mit einer 5,4fachen Erhöhung des Metabolitpools in den 10 °C-Proben ebenfalls eine signi-
fikante Veränderung.
Der  Metabolitpool  von  Trehalose  ist,  im  Gegensatz  zu  Nährstoffmangelbedingungen 
(Abb. 3.9) oder dem Wachstum auf den Kohlenstoffquellen Succinat (Abb. 3.14) sowie 
Benzoat (Abb. 3.15), bei Kältestress um das 7,4fache reduziert. Der Abbau könnte einer-
seits  über  wenige  enzymatisch  katalysierte  Reaktionen  zur  schnellen  Generierung  von 
phosphatierten Zuckermolekülen dienen, bzw. via Glukose-6-phosphat eine Ausgangsver-
bindung für die Synthese der Aminozucker liefern. Des Weiteren könnte über die Metaboli-
sierung von Glukose (1,6fach erhöht) über den Entner-Doudoroff-Weg Energie für weitere 
Stoffwechselprozesse bereitgestellt werden.
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Die Aminosäure Valin ist 4,5fach erhöht und erscheint im GC-MS – Chromatogramm als 
sehr prominenter Peak. 2-Isopropylmalat, ein Metabolit der in den bereits beschriebenen 
Metabolitprofilen nicht detektiert wurde, zeigt mit der 23,8fachen Erhöhung des Metabolit-
pools die größte Regulation bei den 10 °C-Proben.
2-Isopropylmalat, ein Intermediat in der Leucin-Biosynthese, und Valin weisen verzweigte 
Seitenketten auf. Der Abbau dieser Verbindungen z.B. zu verzweigten Fettsäuren könnte 
ein Anpassungsmechanismus der Zelle darstellen. Es wurde bereits beschrieben, dass die 
Biosynthese verzweigter Fettsäuren die  Fluidität  der Membran von  Bacillus subtilis bei 
niedrigen Temperaturen aufrecht erhält (Klein et al., 1999).
Des Weiteren wurde u.a. für Escherichia coli ein Adaptionsmechanismus beschrieben, bei 
dem der Anteil an ungesättigten Fettsäuren in der Membran erhöht wird (de Mendoza & 
Cronan,  1983).  Phospholipide  mit  ungesättigten Fettsäuren besitzen niedriger  Schmelz-
punkte und tragen damit auch zur Beibehaltung der Membranfluidität bei. Für Pseudomo-
Abb. 3.16.  Vergleich gemittelter relativer Metabolitkonzentrationen von P. putida KT2440 
vor (30 °C) und nach (10 °C) der Temperaturveränderung. (doppelt-logarithmische Auftra-
gung). Markiert sind identifizierte Metabolite mit einer Abweichung um Faktor >3.
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nas flourescens wurde ein Anstieg von Hexadecenoat und Octadecenoat bei kalten Tempe-
raturen beschrieben (Cullen  et al., 1971). Die Metabolitpools sind  zwar in  P. putida bei 
einer Kultivierungstemperatur von 10 °C erhöht, jedoch sind die gemittelten relativen Kon-
zentrationen von Hexadecenoat und Octadecenoat mit einem hohen relativen Standardfeh-
ler behaftet.
Alle  detektierten  Intermediate  des  Citrat-Cyklus  sind  signifikant  hoch  reguliert  (Citrat, 
7,4fach; 2-Ketoglutarat, 3,2fach, Fumarat, 6,2fach; Malat, 11,8fach). Dies könnte durch die 
Bereitstellung von Ausgangsverbindungen für weitere Biosynthesen z.B. von Aminosäuren 
erklärt werden. Eine kälte-induzierte Inhibierung der Enzyme des Citrat-Zyklus ist eben-
falls denkbar.
Auffällig  sind die  bei  10 °C in erhöhten Konzentrationen vorkommenden aromatischen 
Aminosäuren Tyrosin (4,4fach) und Phenylalanin (3,7fach). Deren Akkumulation könnte 
ebenfalls einen kälte-induzierten Regulationsmechanismus darstellen.
Interessant ist auch die Regulation vieler unbekannter Substanzen im metabolischen Profil 
von P. putida bei einer Temperatur von 10 °C. Deren Identität könnte weitere metabolische 
Anpassungsstrategien offen legen.
Bei der metabolischen Stressantwort von P. putida auf einen Temperatursprung von 30 °C 
auf 10 °C akkumulieren Intermediate des Citrat-Zyklus. Diese können Ausgangspunkt für 
die Biosynthese von Aminosäuren sein oder Resultat einer kälte-induzierten Inhibierung 
der Enzyme. Die Enzymaktivität ist temperaturabhängig und meist im Bereich der Kulti-
vierungstemperatur des Mikroorganismus maximal. Bei niedrigeren Temperaturen sinkt die 
Reaktionsgeschwindigkeit von katalysierten sowie unkatalaysierten Reaktionen. Je niedri-
ger die  Temperatur,  desto weniger  Substraten steht  ausreichend thermische Energie zur 
Verfügung, um die Freie Enthalpie des Übergangszustands zu erreichen.
Die verzweigten Seitenketten von Valin oder Leucin können bei der Synthese verzweigter 
Fettsäuren verwendet werden. Diese beeinflussen die Membranfluidität und könnten eine 
Anpassungsstrategie an eine kältere Umgebung darstellen.
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3.1.5 Vergleich mit anderen Mikroorganismen
Ein Vergleich der prominentesten Metabolite in polaren Zellextrakten der exponentiellen 
Wachstumsphase  (Kohlenstoffquelle:  Glukose)  von  P. putida, seinem humanpathogenen 
Verwandten Pseudomonas aeruginosa und dem biotechnologisch interessanten Mikroorga-
nismus  Corynebacterium glutamicum zeigte,  dass  sehr  viele  Überschneidungen  bei  der 
Metabolitzusammensetzung bestehen. Die Unterschiede beschränken sich weitgehend auf 
unterschiedliche Poolgrößen (Tab. 3.8). Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurden Meta-
bolite anstelle der Metabolitderivate genannt.
Tab. 3.8.  Vergleich  der  10  prominentesten  Metabolite  im  polaren  Zellextrakt  von 
P. putida,  P. aeruginosa und  C. glutamicum (exponentielle  Wachstumsphase).  Markierte 
Metabolite sind in Chromatogrammen aller Mikroorganismen prominent vorhanden.
P. putida P. aeruginosa C. glutamicum
Glutamat Glutamat Trehalose
Phosphat Phosphat Glutamat
Putrescin Glukose Phosphat
Lactat Putrescin Alanin
Trehalose Alanin Aspartat
Alanin Succinat Glutamin
Valin Aspartat Succinat
Aspartat Lactat Lysin
Succinat Glycin Malat
Glutamin Valin 3-Phosphoglycerat
Glutamat, Phosphat, Alanin, Aspartat und Succinat kommen jeweils in allen drei polaren 
Zellextrakten der untersuchten Mikroorganismen vor. Von diesen fünf Metaboliten domi-
niert Glutamat deutlich die Metabolitprofile. Putrescine, Valine, und Lactat liegen bei den 
verwandten Stämmen P. putida und P. aeruginosa im Vergleich zu C. glutamicum in erhöh-
ter Konzentration vor. Die Metabolitpools von Trehalose und Glutamin sind hingegen bei 
P. putida und C. glutamicum dominant.
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Der Vergleich  zeigt,  dass  bei  allen Mikroorganismen überwiegend Metabolite  aus  dem 
Zentralstoffwechsel in hoher Konzentration vorliegen. Während der exponentiellen Wachs-
tumsphase werden über diese Wege hauptsächlich Energie und Ausgangssubstanzen für 
weitere Intermediate erzeugt, die für das Zellwachstum essentiell sind. Darunter fallen u.a. 
die akkumulierten Aminosäuren, die für die Proteinbiosynthese benötigt werden.
Die hohe Konzentration des Polyamins Putrescin im Vergleich zu anderen Metaboliten 
deutet auf eine zentrale Rolle im Stoffwechsel der Pseudomonas-Stämme hin. Putrescin ist 
Bestandteil der zellulären Antwort auf abiotische Stressfaktoren und Schlüsselintermediat 
in  Regulationsprozessen  (Groppa  & Benavides,  2008).  Außerdem kann  Putrescin  dem 
Mikroorganismus als  gute  Kohlenstoff-  und Stickstoffquelle  dienen (Chou  et al.,  2008, 
Bandounas, et al., 2011). Die Akkumulation dieses Metabolits während der exponentiellen 
Wachstumsphase deutet daher auf eine effektive Kohlenstoff- und Stickstofffixierung oder 
erhöhten Stress der beiden Stämme hin.
Trehalose ist bei  P. putida und  C. glutamicum in hoher Konzentrationen vorhanden. Das 
Disaccharid ist für seine Eigenschaften als kompatibles Solut gegen Hitze, Trockenheit und 
osmotischen Stress bekannt. Außerdem kann ein erhöhter Trehalose-Pool dem Organismus 
als spätere Kohlenstoffquelle dienen (Argüelles, 2000).
Die intensiven Signale von Putrescin und Trehalose im GC-MS – Chromatogramm können 
ein Grund für die beschriebene Vielseitigkeit des Metabolismus von P. putida sein. Beide 
Metabolite fungieren als Speicherstoff und können bei Nährstofflimitierung verwertet wer-
den. Zudem sind sie als  können sie als  kompatible Solute fungieren.  Diese Redundanz 
könnte einen Überlebensvorteil für P. putida bei harschen Umweltbedingungen darstellen, 
denn Putrescin wurde nicht in C. glutamicum detektiert und Trehalose ist in P. aeruginosa 
nur gering konzentriert. P. putida nutzt daher die Vorteile der Synthese zweier vielseitiger 
Metabolite.
3.1.5.1 Qualitativer Vergleich der metabolischen Profile von P. putida und P. aeruginosa
Ein genereller Vergleich der Metabolitzusammensetzung von P. putida und seines human-
pathogenen Verwandten P. aeruginosa zeigte, dass eine ausgeprägte Konsistenz der Meta-
bolome besteht. Die Spektrenbibliothek ist jedoch überwiegend auf den Primärstoffwech-
sel von Bakterien ausgerichtet.  Daher ist es durchaus möglich,  dass Metabolite anderer 
Stoffwechselwege in dieser Betrachtung nicht erfasst werden.
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Als typisches Metabolit im Metabolom von P. aeruginosa konnte Cadaverin nachgewiesen 
werden (Thielen, 2007). Das Polyamin ließ sich jedoch in P. putida nicht in signifikanten 
Mengen wiederfinden. Cadaverin steht im Zusammenhang als Virulenzfaktor zu fungieren 
(Frimmersdorf, 2010). Des Weiteren tritt eine Akkumulation von Methionin in der frühen 
stationären Phase auf. Aus Methionin werden in P. aeruginosa Homoserinlacton-Faktoren 
(AHL,  N-Acyl homoserine lactone) gebildet, die als Signalmoleküle im  Quorum Sensing 
(Fuqua  et al.,  1994)  eine  Rolle  spielen.  Eine  Erhöhung des  Metabolitpools  ist  auch in 
P. putida zu verzeichnen. P. putida besitzt ebenfalls Gene für die Homoserinlacton-Produk-
tion. Es werden jedoch keine detektierbaren Mengen an spezifischen Signalmolekülen syn-
thetisiert (Nelson et al., 2002).
Auch  im  Vergleich  zu  anderen  Bakterien  zeigt  die  Metabolitzusammensetzung  von 
P. putida keine exklusiven Verbindungen. Dies könnte ein Hinweis auf die beschriebene 
Vielseitigkeit des Metabolismus sein. Die Fähigkeit mannigfaltige Substrate zu verwerten, 
in dem sie zu gemeinsamen Intermediaten bestehender Abbauwege umgewandelt werden, 
wurde schon für aromatische Verbindungen beschrieben (Harwood & Parales, 1996). Eine 
konservierte Metabolitausstattung in der Zelle befähigt P. putida schnell auf Umgebungs-
veränderungen zu reagieren und sich damit einen Überlebensvorteil zu sichern.
3.2 Identifizierung  und  Strukturanalyse  von  unbekannten  
Verbindungen in Bakterienextrakten
In diesem Teil werden die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methoden zur Identifizie-
rung und chemischen Strukturaufklärung von unbekannten Metabolitderivaten in bakteriel-
len Zellextrakten vorgestellt. Die Strukturanalyse erfolgte mit GC-MS-basierten Verfahren 
unter  Verwendung  verschiedener  Ionisierungstechniken,  isotopenmarkierten  Metaboliten 
(13C, 15N) und Derivatisierungsreagenzien (Methoxy-d3-amin, MSTFA-d9). Zudem wurden 
Messungen zur Bestimmung akkurater Massen via hochauflösender Massenspektrometrie 
durchgeführt. Durch die erwähnten Verfahren werden die funktionellen Gruppen, die ele-
mentare Zusammensetzung sowie Strukturinformationen der unbekannten Metabolite er-
mittelt.
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3.2.1 Erweiterung der Massenspektrenbibliothek
Im Rahmen dieser Arbeit wurden EI-Massenspektren authentischer Standards der vorhan-
denen  Spektrenbibliothek  hinzugefügt  (Strelkov,  2004;  Thielen,  2007).  Die  Metabolite 
wurden einzeln und in verschiedenen Konzentrationen massenspektrometrisch vorbereitet 
(Abschn. 2.7.3 und 2.7.4).
Eine Zusammenfassung der gemessenen Metabolite ist Anhang G zu entnehmen. Am Bei-
spiel des Metabolits β-Ketoadipinsäure wird im Folgenden das Verfahren zur Aufnahme in 
die Spektrenbibliothek erläutert.
Aufgrund  der  Methoximierung  und  den  daraus  resultierenden  E/Z-Isomeren  des 
Metabolitderivats von β-Ketoadipinsäure werden zwei nahe beieinander liegende Signale 
im GC-MS  –  Chromatogramm bei  einer  Retentionszeit  von  24,04 min  und  24,17 min 
detektiert.  Die  Retentionszeiten  wurden  in  die  entsprechenden  Retentionsindizes 
umgewandelt und als weiteres Identifizierungsmerkmal in einem neuen Bibliothekseintrag 
eingepflegt (RI1 = 1663,1; RI2 = 1667,98).
Die  Molekülmasse  von  β-Ketoadipinsäure  (160 g ∙ mol-1)  erhöht  sich  bei  vollständiger 
chemischer  Derivatisierung  auf  333 g ∙ mol-1.  Dabei  werden  die  aktiven  Protonen  der 
Carboxylgruppen durch 2 Trimethylsilyl (TMS)-Gruppen ausgetauscht und die Carbonyl-
gruppe reagiert mit Methoxyamin zu E/Z-Isomeren (Abb. 3.17).  Weitere Peaks, die auf 
einen unterschiedlichen Derivatisierungsgrad hindeuten, wurden nicht detektiert.
Abb. 3.17.  In einer zweistufigen Derivatisierungsreaktion reagiert  β-Ketoadipinsäure zu 
den zweifach trimethylsilylierten E/Z-Isomeren von β-Ketoadipinsäure 1MeOX 2TMS.
In den EI-Massenspektren beider Signale erscheint nur bei hohen eingesetzten Ausgangs-
konzentrationen das Molekül-Ion bei m/z 333. Die relative Intensität ist mit 2,9% im Ver-
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gleich zum Basispeak jedoch sehr niedrig (Abb. 3.18). Charakteristisch für trimethylsily-
lierte Verbindungen ist die Abspaltung eines Methylradikals von einer der TMS-Gruppen. 
In den meisten Fällen erscheint im Vergleich zur Intensität des Molekül-Ions ein deutlich 
prominenteres [M-15]+-Fragment.
Das Molekül-Ion ist immer das Ion mit dem höchsten  m/z-Verhältnis im EI-Massenspek-
trum. Das [M-15]+-Fragment und die Fragment-Ionen spezifischer Abspaltungen von tri-
methylsilylierten Hydroxyl- ([M-90]+) und Carboxylgruppen ([M-117]+) können ein poten-
tielles Molekül-Ion erklären.
Eine Interpretation von Stoffwechselvorgängen ist meist nur durch eine möglichst lücken-
lose Projektion von qualitativen und quantitativen Metabolitinformationen auf spezifische 
Stoffwechselwege möglich. Eine einfache und in vielen Fällen die einzige Methode für die 
Erweiterung der Spektrenbibliothek ist der kommerzielle Erwerb von synthetischen Refe-
renzsubstanzen aus den zu untersuchenden Stoffwechselwegen (z.B. Benzoat-Abbau).
Im Vorfeld der Versuche zur Kultivierung auf der Kohlenstoffquelle Benzoat wurden daher 
die  noch  fehlenden  Intermediate  (cis,cis-Muconsäure,  β-Ketoadipinsäure) des 
β-Ketoadipat-Weges in die Bibliothek aufgenommen. Auch mögliche periphere Metabolite 
(Gentisinsäure,  3-Hydroxybenzoesäure,  4-Hydroxybenzoesäure)  aus  alternativen  Wegen 
wurden mit einbezogen. Wie bereits beschrieben konnte jedoch kein Intermediat im Meta-
Abb. 3.18.  EI-Massenspektrum von  β-Ketoadipinsäure 1MeOX 2TMS. Spezielle Peak-
gruppen ([M-15]+, [M-90]+ und [M-117]+) erklären die Identifizierung des Molekül-Ions.
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bolitprofil von P. putida identifiziert werden (s. Anhang E). Es ist davon auszugehen, dass 
die Metabolit-Pools unterhalb der jeweiligen Detektionslimits lagen. Die relativ niedrige 
Gesamtintensität der gemessenen Metabolite von 56% im Vergleich zu Chromatogrammen 
der Glukose-Kultivierung könnte ein Grund dafür sein.
Des Weiteren wurden authentische Standards zur Verifizierung in der Strukturanalyse her-
angezogen. Dies ist allerdings nur möglich, wenn die entsprechenden Verbindungen auch 
kommerziell erworben werden können. Diese Methode der Erweiterung einer Spektren-
bibliothek ist jedoch stark von den finanziellen Ressourcen abhängig.
3.2.2 Markierung der Metabolitderivate mit stabilen Isotopen
Die Markierung der Metabolitderivate mit stabilen Isotopen liefert wichtige Zusatzinfor-
mationen über das Molekül. Bei der Bestimmung der Summenformel für eine unbekannte 
Substanz mittels hochauflösender Massenspektrometrie können die Informationen dieser 
Methode zur Eingrenzung der Anzahl möglicher Summenformeln beitragen.
Die  Probenvorbereitung  markierter  Zellextrakte  erfolgte  nach  dem  Standardverfahren 
(Abschn. 2.7.1 und  Abschn. 2.7.4). Bei Proben unmarkierter Zellextrakte wurden deute-
rierte Derivatisierungsmittel eingesetzt (Abschn. 2.7.5).
Die Wiederfindung von markierten Metabolitderivaten in Chromatogrammen von Kultivie-
rungen mit [U-13C]-Glukose und (15N)-Ammoniumsulfat ist aufgrund unveränderter Reten-
tionszeiten problemlos möglich.
Bei der Verwendung von MSTFA-d9 im zweiten Schritt der Derivatisierung ist mit einer 
Verschiebung der Retentionszeit zu rechnen. Um die Wiederfindung unbekannter Substan-
zen zu erleichtern, wurden mit Hilfe entsprechender Metabolitderivate die Retentionszeit-
differenzen für die verschiedenen Derivatisierungsgrade ermittelt (Tab. 3.9).
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Tab. 3.9.  Änderung der Retentionszeit (RT) und des Retentionsindex (RI) durch Markie-
rung der Metabolitderivate mit deuterierten Derivatisierungsgruppen.
Anzahl der Derivatisierungsgruppen
Verschiebung von Retentionszeit und -index
RT/RI – RTmarkiert/RImarkiert±Standardabweichung
ΔRT (min) ΔRI (min)
1TMS-d9 (n = 5) -0,11 ± 0,02 -1,81 ± 0,30
2TMS-d9 (n = 5) -0,24 ± 0,05 -7,36 ± 0,64
3TMS-d9 (n = 5) -0,34 ± 0,02 -12,40 ± 0,02
4TMS-d9 (n = 5) -0,37 ± 0,03 -16,96 ± 1,70
5TMS-d9 (n = 5) -0,37 ± 0,04 -18,18 ± 1,94
6TMS-d9 (n = 3) -0,41 ± 0,01 -25,60 ± 0,36
8TMS-d9 (n = 2) -0,47 ± 0,04 -30,43 ± 2,70
Die Verschiebung der Elutionszeitpunkte von markierten Metabolitderivaten steht in keiner 
linearen Abhängigkeit zu der Anzahl an TMS-d9 – Gruppen. Die größten Unterschiede er-
geben sich bei Derivaten mit 1…3 TMS-d9 – Gruppen.
Der Austausch von Methoxyamin zu Methoxy-d3-amin als Derivatisierungsmittel ist nur 
mit einer marginalen Retentionszeitverschiebung verbunden. Der Wert fällt jedoch in den 
Bereich der normalen Geräteschwankung und kann daher vernachlässigt werden.
Am  Beispiel  der  unbekannten  Verbindung  „unknown#cja-ppu-001“,  die  bereits  in 
Abschn. 3.1.2 erwähnt und reproduzierbar im Referenzdatensatz detektiert wurde, wird im 
folgenden  Teil  die  Informationsgewinnung  mit  Methoden  zur  Strukturanalyse  erläutert 
(Abb. 3.19). Der Datensatz wurde mit einem GC-Quadrupol-MS -Gerät (Messsystem 2) 
aufgenommen. Daher ist nur die Angabe von nominalen m/z-Verhältnissen möglich.
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Die dargestellten EI-Massenspektren stammen aus GC-MS – Chromatogrammen des pola-
ren Zellextrakts von P. putida. Die Bestimmung des Molekül-Ions erfolgte erst im weiteren 
Verlauf dieser Arbeit (s. Abschn. 3.2.4).
Zur Veranschaulichung der m/z-Verschiebungen des Fragment-Ions [M-15]+ wurden unpro-
zessierte  EI-Massenspektren (a...d)  verwendet.  Daher  können die  Spektren Fremdionen 
enthalten. Das Molekül-Ion [M]+● konnte nicht detektiert werden. Für eine deutlichere Dar-
stellung sind die Signale ab m/z 510 um den Faktor 100 verstärkt worden.
Abb. 3.19.  EI-Massenspektren der unbekannten Verbindung „unknown#cja-ppu-001“.  a) 
unmarkiert, b) aus Kultivierung mit [U-13C]-Glukose, c) Derivatisierung mit Methoxy-d3-
amin, d) Derivatisierung mit MSTFA-d9.
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Über die  Verschiebung der  m/z-Verhältnisse einzelner  Fragment-Ionen kann auf  die  im 
Molekül vorhandenen Atome, bzw. funktionellen Gruppen geschlossen werden. Im Ver-
gleich zum EI-Referenzmassenspektrum a konnten folgende Informationen über die unbe-
kannte Verbindung „unknown#cja-ppu-001“ gewonnen werden. Basispeak ist in den EI-
Massenspektren a...c das  TMS-Fragment  m/z 73.  Durch  die  Markierung  der  Probe  mit 
MSTFA-d9 ist das TMS-Fragment in Massenspektrum d um +m/z 9 (m/z 83) verschoben.
Im EI-Massenspektrum b ist eine Verschiebung bei 3 abundanten Fragment-Ionen auf der 
m/z-Achse zu verzeichnen. Die maximale Änderung um Δm/z 5 bei Fragment-Ion m/z 295 
lässt auf eine Grundstruktur mit 5 Kohlenstoffatomen schließen. Bei Betrachtung des Frag-
ment-Ions [M-15]+ (Δm/z 5) wird diese Annahme bestätigt.
Im EI-Massenspektrum c liefert die Markierung des Zellextrakts mit Methoxy-d3-amin den 
Hinweis, dass in der Grundstruktur eine Carbonylgruppe vorhanden ist. Deutlich wird dies 
durch eine Verschiebung um Δm/z 3 bei Fragment-Ion m/z 293.
Bei allen abundanten Fragmenten im EI-Massenspektrum d ist eine Verschiebung auf der 
m/z-Achse zu erkennen. Somit ist in diesen Fragmenten mindestens eine TMS-Gruppe vor-
handen. Durch Abspaltung von Methyl-d3-Gruppen und Umlagerungen können auch Mas-
sendifferenzen entstehen, die nicht einem Vielfachen von Δm/z 9 entsprechen. Anhand der 
Verschiebung von Fragment-Ion [M-18]+ mit Δm/z 33 kann von insgesamt 4TMS-Gruppen 
im Molekül ausgegangen werden.
In  EI-Massenspektren  dieser  unbekannten  Verbindung  aus  Chromatogrammen  von 
P. putida – Kulturen, denen markiertes Ammoniumsulfat ((15NH4)2SO4) als Stickstoffquelle 
diente, ist keine m/z-Verschiebung der Fragment-Ionen zu beobachten. Es ist somit davon 
auszugehen, dass das korrespondierende Molekül-Ion keine Stickstoffatome enthält.
Darüber hinaus wurden weitere strukturelle Informationen aus dem Fragmentmuster erhal-
ten. So sind typische Fragment-Ionen in EI-Massenspektrum a (m/z 299, m/z 315, m/z 357 
und  m/z 387)  für  eine  Phosphatgruppe  in  trimethylsilylierten  Molekülen  nachweisbar 
(Harvey & Horning, 1972).
Die Abspaltung der Phosphatgruppe wird durch Fragment m/z 290 repräsentiert. Weiterhin 
lässt  das  Signal  bei  m/z 217  auf  die  Anwesenheit  eines  Fragment-Ions  schließen,  dass 
charakteristisch für trimethylsilylierte Zuckerderivate ist (DeJongh et al., 1969).
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EI-Massenspektrum d zeigt die Verschiebungen durch vorhandene TMS-d9 – Derivatisie-
rungsgruppen. Das Metabolitderivat enthält 4 TMS-Gruppen. Zwei Protonen der Phosphat-
gruppe wurden durch 2 TMS-Gruppen substituiert. Bei Fragment-Ion m/z 217 (EI-Massen-
spektrum d:  m/z 235),  das  charakteristisch  für  Saccharide  ist,  wurden  ebenfalls  zwei 
Protonen der präsenten Hydroxylgruppen mit den zwei verbliebenen TMS-Gruppen ausge-
tauscht. 
Die Markierung von Metabolitderivaten mit stabilen Isotopen ist eine hilfreiche Methode, 
aus  der  viele  Informationen  für  die  Strukturanalyse  unbekannter  Metabolitderivate 
gewonnen werden können.
Die Markierung mit dem deuterierten Derivatisierungsmittel MSTFA-d9 hatte eine Ver-
schiebung der  Elutionszeitpunkte zur  Folge.  Dies stellte  ein Problem bei  der  software-
basierten Wiederfindung unbekannter Verbindungen in den Chromatogrammen dar.
Die Suche kann mit Hilfe von theoretisch berechneten Retentionszeiten (s.  Tab. 3.9) und 
Ionenspuren von prominenten Fragmenten erleichtert werden. Des Weiteren war insbeson-
dere  bei  niedrigen  Ausgangskonzentrationen  der  Metabolitderivate  und  unerwünschter 
Koelution ein Abgleich mit der Referenzmessung schwierig, da die Massenspektren mit 
Fremdionen verunreinigt waren. Auch die automatische Dekonvolution brachte in diesen 
Fällen nur bedingt einen Informationsgewinn.
Bei  der  Verwendung  von  markierter  [U-13C]-Glukose  als  Kohlenstoffquelle  kann  die 
Anzahl an Kohlenstoffatomen im Molekül ermittelt  werden. Nebenbei ist  dadurch auch 
eine eindeutige Bestimmung des biologischen, bzw. nicht-biologischen Ursprungs der Ver-
bindungen  möglich.  Der  Metabolitpool  von  Octadecansäure  1TMS  stellt  bei  P. putida 
einen Sonderfall dar. Es handelt sich um ein Hybridspektrum aus markierten und unmar-
kierten Fragmenten, deren Ausgangssubstanzen zur gleichen Zeit eluieren. Dieses Ergebnis 
unterstreicht  die  Wichtigkeit  der  Herstellung  von  Extraktionsblanks  bei  der  Metabo-
lomanalyse. Erst durch Abzug der Blankproben können quantitative Aussagen über die zu 
untersuchenden Metabolite gemacht werden.
Die Methode eignet sich besonders gut zur Unterstützung anderer Verfahren der Struktur-
analyse, z.B. in Verbindung mit hochauflösender Massenspektrometrie zur Messung akku-
rater Massen und anschließender Bestimmung potentieller Summenformeln. Anhand der 
Anzahl an markierten Elementen im Molekül/Fragment können obere und untere Grenzen 
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gesetzt werden, die entscheidend zur Bestimmung potentieller Summenformeln beitragen.
Trotz der sehr kostenintensiven deuterierten Derivatisierungsmittel lohnt sich ihr Einsatz. 
Zumal bereits geringe Volumina und eine einzige Probe mit bakteriellem Zellextrakt ein 
breites Durchmustern ermöglichen. Allerdings ist die Verfügbarkeit nicht immer gewähr-
leistet, da z.B. MSTFA-d9 nur mit Auftrag hergestellt wird.
Mit der Anwendung alternativer Derivatisierungsmittel (z.B. MESTFA) lässt sich ebenfalls 
die Anzahl an Substituenten bestimmen, jedoch verändert sich hierdurch das Elutionsprofil 
grundlegend.  Eine schlechtere Wiederfindung der Substanzen,  sowie die unvollständige 
Derivatisierung der aktiven Protonen durch sterisch anspruchsvolle Reagenzien sind weite-
re Nachteile (Herebian et al., 2005). Lassen sich durch die Anwendung alternativer Deriva-
tisierungsmittel jedoch weitere strukturelle Informationen ableiten, ist auch der zusätzliche 
Zeitaufwand zur Wiederfindung des Zielanalyts gerechtfertigt.
Die Markierung von Metaboliten mit stabilen Isotopen bildet die Basis für die Strukturauf-
klärung. Die hergestellten Proben können auf verschiedenen GC-MS – Kopplungen ver-
wendet werden, so dass ein Datensatz für weitere Analysen zur Verfügung steht.
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3.2.3 Chemische Ionisation
Die chemische Ionisation ermöglicht die gezielte Suche nach den Molekül-Ionen unbe-
kannter  Verbindungen.  Da  das  verwendete  GC-Q-MS  –  Gerät  (Messsystem 2,  Ab-
schn. 2.8) m/z-Verhältnisse nur auf 0,1 u genau auflöst, war eine direkte Bestimmung ver-
mutlicher Summenformeln der Zielanalyte mit dieser Methode nicht möglich. Die Proben 
wurden wie in Abschn. 2.7.2 und 2.7.4 beschrieben vorbereitet.
Abb. 3.20 zeigt ein GC-MS – Chromatogramm des polaren Zellextrakts von P. putida. Die 
Messung wurde im positiv-Modus in einem Massenbereich von  m/z 100...700 durchge-
führt. Als Reaktandgas wurde Methan verwendet.
Die Gesamtintensität ist im Vergleich zu Chromatogrammen die mittels Elektronenionisati-
on aufgenommen wurden reduziert (vgl. EI-Chromatogramm, Abb. 3.1). Mittels automati-
scher Dekonvolution und manueller Überprüfung ließen sich lediglich 32 auswertbare CI-
Massenspektren extrahieren.
Für  eine eindeutige Zuweisung von CI-Massenspektren zu  den korrespondierenden EI-
Massenspektren wurden die Retentionszeiten der jeweiligen Analyte und das m/z-Verhält-
Abb. 3.20.  TIC (total ion current) des polaren Zellextrakts von P. putida. Aufgenommen 
mittels  chemischer  Ionisation  im positiv-Modus (Reaktandgas:  Methan).  Die Nummern 
markieren die Signale von 1) Glutamat 3TMS, 2) Trehalose 8TMS, 3) Putrescine 4TMS, 4) 
Hexadecensäure 1TMS, 5) Hexadecansäure 1TMS, 6) Heptadecensäure 1TMS, 7) Hepta-
decansäure 1TMS, 8) Octadecensäure 1TMS und 9) Octadecansäure 1TMS.
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nis des entsprechenden protonierten Moleküls mit der Molekülmasse des Metabolitderivats 
verglichen.  Prominente  Signale  im  polaren  Zellextrakt  von  P. putida konnten  als 1) 
Glutamat  3TMS,  2)  Trehalose  8TMS  und  3)  Putrescin  4TMS  identifiziert  werden 
(Abb. 3.20). Zusätzlich wurde 23 weiteren Signalen das entsprechende Metabolitderivat 
zugewiesen  (s.  Anhang H).  Die  Abwesenheit  des  internen  Standards  Ribitol  5TMS 
(m/z 513) und anderer Saccharide und Saccharidderivate ist auffällig. Einzig das in einer 
hohen Ausgangskonzentration vorkommende Zuckerderivat Trehalose 8TMS konnte über 
die Retentionszeit und anhand der detektierten Fragmente im CI-Massenspektrum identifi-
ziert werden.
Von den verbliebenen 9 unbekannten Verbindungen, die bis dahin nicht im polaren Zellex-
trakt von  P. putida identifiziert werden konnten, befanden sich 4 Peaks in der Mitte des 
Chromatogramms. Die CI-Massenspektren lassen sich in 3 Peakpaare (Peaks 4...9) zusam-
mengefassen. Alle Analyte wiesen ein ähnliches Fragmentmuster auf und ließen sich von 
den bereits bekannten Verbindungen 5) Hexadecansäure und 9) Octadecansäure ableiten 
(Tab. 3.7). Innerhalb eines Peakpaars (z.B. Peak 8 und Peak 9) ist eine Massenverschie-
bung von jeweils m/z 2 vorhanden. Dies entspricht der Abstraktion von 2 Wasserstoff-Ato-
men bei Peak 8, was auf die Anwesenheit einer Doppelbindung in Peak 9 schließen lässt. 
Die Position der Doppelbindung ist mittels massenspektrometrischer Methoden allein nicht 
lokalisierbar.  Daher  kann im Derivatnamen  keine  spezifische  Angabe darüber  gemacht 
werden.
In den EI-Vergleichschromatogrammen konnte Heptadecansäure 1TMS aufgrund der sehr 
niedrigen Konzentration nur nach gezielter Durchsicht nachgewiesen werden. Der Nach-
weis von Heptadecensäure 1TMS war in der EI-Referenzmessung nicht möglich, da dessen 
Konzentration unter der Bestimmungsgrenze lag.
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Tab. 3.10.  Vergleich unbekannter Verbindungen im Chromatogramm von P. putida.
Name des Metabolitderivats
Retentions-
zeit(59-min-
Lauf)
(min)
protoniertes Molekül [M+H]+
m/z Δm/z Δm/z
(4) Hexadecensäure 1TMS (C16:1) 28,44 327 ┐
2
┐
(5) Hexadecansäure 1TMS1 (C16:0) 28,86 329 ┘ 14
(6) Heptadecensäure 1TMS (C17:1) 30.36 341 ┐
2
┘
(7) Heptadecansäure 1TMS (C17:0) 30,89 343 ┘ ┐
(8) Octadecensäure 1TMS (C18:1) 32,04 355 ┐
2
14
(9) Octadecansäure 1TMS1 (C18:0) 32.39 357 ┘ ┘
1 Zum Zeitpunkt der Messung bereits identifizierte Metabolitderivate.
Die in der Tabelle aufgeführten Fettsäuren weisen bei Betrachtung der jeweiligen CI-Mas-
senspektren alle das gleiche spezifische Ionenmuster auf. Am Beispiel der Octadecensäure 
1TMS wird dies verdeutlicht (Abb. 3.21).
Der Basispeak im CI-Massenspektrum von Fettsäuren repräsentiert immer das protonierte 
Molekül,  [M+H]+.  Weiterhin  werden  die,  bei  der  Verwendung  von  Methan  als 
Abb. 3.21.  CI-Massenspektrum von Octadecensäure 1TMS. Neben dem dominierenden 
protonierten Molekül [M+H]+ sind Addukte ([M+C3H5]+ und [M+C4H5]+) und Fragmente 
durch Abspaltung von Neutralteilchen ([M+H–TMS-OH]+ und [M+H–CH4]+) zu erkennen.
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Reaktandgas, gebildeten Addukte ([M+C3H5]+ und [M+C4H5]+) als weitere Hinweise für 
die eindeutige Zuweisung des [M+H]+-Peaks herangezogen.  Auch in besonderen Fällen, 
wenn der [M+H]+-Peak nicht den Basispeak repräsentiert und somit keine eindeutige Zu-
ordnung  des  Quasimolekül-Ions  möglich  ist,  können  die  Addukte  zur  Bestimmung 
hilfreich sein. Nur kleinere intakte Moleküle und Neutralteilchen, wie H2, CH4 und TMS-
OH, werden vom protonierten Molekül abgespalten.
Bei  Anwendung  der  chemischen  Ionisation  sind  im Vergleich  zur  Elektronenionisation 
deutlich weniger Fragmente im CI-Massenspektrum vorhanden. Dadurch kann u.a. die Si-
gnalverstärkung der Fettsäuren im Vergleich zu den relativen Intensitäten in GC-EI-MS – 
Chromatogrammen erklärt werden (Abb. 3.20). Dennoch werden nur ≈30% der Metabolit-
derivate im Vergleich zu EI-Messungen detektiert. Die Konzentration der Komplexprobe 
stellt daher einen wichtigen Faktor bei dieser Methode dar. Dem Einsatz von mehr Biomas-
se für die Herstellung der Zellextrakte sind jedoch technische Grenzen gesetzt. Die Säulen-
kapazität kann sehr leicht von hoch konzentrierten Metaboliten überschritten werden, was 
ein Peaktailing zur Folge haben könnte. Es besteht somit die Gefahr, dass Zielanalyte über-
lagert  werden.  Weiterhin  kann  es  zu  Diskriminierungen  von  Zielanalyten  durch  nicht-
flüchtige Substanzen in der Verdampfungskammer des Gaschromatographen während der 
Probenaufgabe kommen.
Aliphatische Verbindungen zeigen im EI-Massenspektrum, insbesondere durch die homo-
logen Zerfallsreihen, mehrere abundante Fragmente (Abb. 3.22).
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Demnach ist bei schwach konzentrierten Metaboliten in den Zellextrakten die Wahrschein-
lichkeit größer, dass keine oder nur wenige Fragment-Ionen das Detektionslimit erreichen. 
Eine Identifizierung über einzelne unspezifische Massenspuren ist bei EI-Massenspektren 
jedoch nicht möglich. Bei der chemischen Ionisation erreichen hingegen primär protonierte 
Moleküle  den  Detektor.  Das  resultierende  Signal  kann  im  Falle  von  Heptadecansäure 
1TMS sogar das Detektionslimit weit überschreiten (Abb. 3.20, Peak 7). Bei aliphatischen 
Verbindungen wird die Ionisierung durch die Stabilisierung der positiven Ladung über Hy-
perkonjugation begünstigt, so dass eine Fragmentierung des Ions reduziert wird.
Weiterhin ist eine selektive Detektion von stickstoffhaltigen Verbindungen zu beobachten. 
Das freie Elektronenpaar des Stickstoffs stellt eine bevorzugte Stelle zur Protonierung im 
Verlauf der chemischen Ionisation dar. Der Anteil von Aminosäuren und Aminderivaten an 
den  identifizierten  Metabolitderivaten  beträgt  54%.  Phosphathaltige  Verbindungen  und 
Substanzen mit Carboxylgruppen zeigen ebenfalls gute Ionisierungseigenschaften.
In mehreren CI-Massenspektren sind prominente Peaks von Fragmenten nach Abspaltung 
trimethylsilylierter  Carboxylgruppen  ([M+H-118]+)  und  Hydroxylgruppen  ([M+H-90]+) 
vorhanden. Diese könnten wichtige Informationen zur Identifizierung funktioneller Grup-
pen bei unbekannten Metabolitderivaten liefern.
Besonders auffällig ist die Abwesenheit von Zuckern und Zuckerderivaten. Die Konzentra-
tionen der Saccharide (ausgenommen Trehalose 8TMS) liegen überwiegend unter 1% der 
maximalen Intensität des Basispeaks im TIC bei EI-Chromatogrammen. Eine Konzentrati-
Abb. 3.22.  EI-Massenspektrum von Octadecensäure 1TMS.
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onserhöhung der Komplexprobe wäre für Zucker besonders nützlich. Allerdings ist dann 
mit  verstärkten  Matrixeffekten  zu  rechnen,  die  sich  wiederum  negativ  auf  die 
Gesamtmessung auswirken könnten.
Zusammenfassend ist die chemische Ionisation als Methode für die Strukturanalyse von 
unbekannten  Metabolitderivaten  in  komplexen  Metabolomproben  nur  bedingt  geeignet. 
Trotz Identifizierung von genannten Fettsäuren (s.  Tab. 3.21) im polaren Zellextrakt von 
P. putida konnte aufgrund der selektiven Ionisierung der Metabolitderivate keine umfas-
sende Analyse unbekannter Verbindungen erfolgen. Die Effizienz der chemischen Ionisie-
rung und damit die Ausbeute an Ionen ist gegenüber der Elektronenionisation deutlich ge-
ringer. Ein Großteil unbekannnter Peaks liegt jedoch in sehr geringen Konzentrationen vor. 
Der Einsatz erhöhter Probenkonzentrationen kann jedoch zu negativen Effekten wie z.B. 
Ionensupression führen und in einem erhöhten Basisrauschen resultieren. Die Analyse von 
EI-Massenspektren unbekannter Verbindungen zeigte auch, dass spezifische Fragment-Io-
nen von Zuckern und Zuckerderivaten vorhanden sind. Gerade bei diesen Verbindungen 
wäre ein Hinweis auf das Molekül-Ion, aufgrund der vielen Isomeren, besonders wichtig.
Der Einfluss anderer Reaktandgase auf methoximierte und trimethylsilylierte Metabolite 
wurde erst kürzlich beschrieben (Warren, 2011). Ammoniak ist demnach zur Bestimmung 
der  Quasimolekül-Ionen  besser  geeignet  als  Methan.  Die  Anwendung  von  Methan  als 
Reaktandgas  liefert  hingegen  zusätzlich  strukturelle  Informationen  durch  spezifische 
Fragmentierung der Metabolitderivate. Aufgrund baulicher Gegebenheiten war der Einsatz 
von Ammoniak im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich. Die Anwendung der CH4-CI – 
Methode erwies sich bei den detektierten Metabolitderivaten jedoch als ausreichend, um 
Quasimolekül-Ionen zu bestimmen.
Ein breites Durchmustern über einen großen Massenbereich ist bei dem verwendeten GC-
MS  -  Gerät  nicht  möglich.  Dieser  ist  aufgrund  der  Geräteeigenschaften  auf  maximal 
1050 u  limitiert.  Bei  Anwendung  der  in  dieser  Arbeit  beschriebenen  Methoden  zur 
gaschromatographischen und massenspektrometrischen Probenvorbereitung von bakteriel-
le Zellextrakten sind Molekül-Ionen >m/z 1050 zwar selten, können aber durchaus in Form 
von z.B. Trisacchariden (z.B. Maltotriose 1MeOX 11TMS, Molekül-Ion  m/z 1326) vor-
kommen.
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3.2.4 Etablierung einer GC-APCI-HR/MS – Methode zur Strukturanalyse
Die Methode der  chemischen Ionisierung bei  Atmosphärendruck (atmospheric-pressure 
chemical ionization, APCI) wurde in Verbindung mit hochauflösender Massenspektrome-
trie in der vorliegenden Arbeit etabliert (Messsystem 3,  Abschn. 2.8). Des Weiteren kön-
nen mit diesem System bei Bedarf Zielanalyte mittels Tandem-Massenspektrometrie frag-
mentiert werden, um weitere strukturelle Informationen zu erhalten.
In Abb. 3.23 ist ein Basispeak-Chromatogramm (BPC) des polaren Zellextrakts von P. pu-
tida KT2440 dargestellt. Diese und alle folgenden Messungen wurden im positiv-Modus 
durchgeführt.
Zu Beginn der Chromatographie ist deutlich der prominente Lösemittelpeak, bestehend aus 
Pyridin und MSTFA, zu erkennen. Die Massen der Lösemittel und weitere bekannte Arte-
faktmassen wurden bei der Erstellung des Basispeak-Chromatogramms ausgeschlossen (s. 
Abschn. 2.9.5).
Im Rahmen der Etablierungsphase wurde die Chromatographiedauer auf 29 min verkürzt. 
Damit jedes Signal im linearen Bereich des Detektors liegt und mit einer ausreichenden 
Massengenauigkeit erfasst werden konnte, wurden die Proben in verschiedenen Split-Modi 
gemessen. Die Signale niedrig konzentrierter Substanzen wurden über eine splitlose Pro-
benaufgabe verstärkt.
In APCI-Chromatogrammen des polaren Zellextrakts von  P. putida konnten ca. 340  Ver-
bindungen dekonvolutioniert werden. Signale vor dem Lösemittelpeak (<5,5 min) wurden 
Abb. 3.23.  BPC des polaren Zellextrakts von P. putida KT2440. Chemische Ionisation bei 
Atmosphärendruck im positiv-Modus (GC-+APCI-MS). Die Messung der Analyte erfolgte 
in einem Massenbereich von m/z 100…1550.
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nicht berücksichtigt. Abb. 3.24 zeigt ein prozessiertes Chromatogramm mit den ermittelten 
Verbindungen zum Zeitpunkt der Elution. Die Intensität der einzelnen Signale repräsentiert 
den Basispeak.
Aufgrund der unterschiedlichen Quellenarchitektur (APCI vs. EI) und Länge der Chroma-
tographiesäule ergab sich eine nicht-lineare Retentionszeitverschiebung. Durch eine manu-
ell durchgeführte Zuordnung der detektierten Signale zu identifizierten Metabolitderivaten 
aus einem EI-Referenzchromatogramm ließ sich die mittlere Retentionszeitdifferenz über 
die Chromatographiedauer ableiten (Abb. 3.25). Bei dem Verfahren wurden die akkurate 
Masse des  Analyten und der  daraus  berechneten Summenformel  mit  den theoretischen 
Massen und Summenformeln der bereits identifizierten Metabolitderivate verglichen.
Abb. 3.24.  Dekonvolutionierte Verbindungen in einem APCI-Chromatogramm des pola-
ren Zellextrakts von P. putida KT2440.
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Carbodiimid 2TMS eluiert im auslaufenden Lösemittelpeak 1,37 min später als im EI-Re-
ferenzchromatogramm. Bei steigender Temperatur verringert sich die Retentionszeitdiffe-
renz.  Adenosin-5-monophosphat 5TMS eluiert  als  letzter  identifizierbarer  Analyt  gegen 
Ende der Temperaturrampe (+0,99 min). Anhand dieser Werte kann für die zu analysieren-
den unbekannten Verbindungen ein  Retentionszeitfenster  ermittelt  werden,  in  dem eine 
Elution am wahrscheinlichsten erfolgt.
Es konnten insgesamt 78 identifizierte Metabolitderivate aus dem EI-Referenzchromato-
gramm einem APCI-Signal zugeordnet werden. Dies entspricht einer 100%igen Wiederfin-
dung der identifizierten Verbindungen im APCI-Chromatogramm.
Am Beispiel der bereits vorgestellten unbekannten Substanz „unknown#cja-ppu-001“ soll 
im folgenden Teil die Strukturanalyse mittels GC-APCI-MS2 veranschaulicht werden. Das 
Verfahren zur Bestimmung der Summenformeln ist in Abschn. 2.9.5 erläutert.
Es wurden zwei kurz hintereinander eluierende Verbindung mit dem gleichen APCI-Mas-
senspektrum dekonvolutioniert. Neben dem dominierenden Peak mit einer Retentionszeit 
von 17,25 min wurde ein kleinerer  Peak bei  17,17 min detektiert.  Anhand der  Markie-
rungsexperimente  aus  Abschn. 3.2.2 wurde  bereits  eine  Carbonylgruppe  im  Metabolit 
nachgewiesen. Daher können die Signale durch die E/Z-Isomere der vorhandenen O-Me-
Abb. 3.25.  Differenzen der Retentionszeiten (ΔRT = RTAPCI - RTEI) identifizierter Analyte 
während eines 29-minütigen GC-MS – Laufs in Abhängigkeit des Temperaturprogramms.
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thyloxime abgeleitet werden.
Der Basispeak im APCI-Massenspektrum, mit einer akkuraten Masse von  m/z 532,2147, 
repräsentiert das protonierte Molekül [M+H]+ (Abb. 3.26, a). Ferner wurde ein weiteres 
Ion  bei  m/z 290,1603  detektiert,  das  sich  durch  die  Abspaltung  eines  Neutralteilchens 
(HPO4 2TMS) erklären lässt. Die Ionisierungsenergie war im Falle dieser Verbindungen 
bereits ausreichend, um das metastabile Quasimolekül-Ion zu fragmentieren.
Für  eine  strukturelle  Analyse  wurde  das  protonierte  Molekül  isoliert  und anschließend 
fragmentiert.
Abb. 3.26, b zeigt das MS2 – APCI-Massenspektrum mit 3 prominenten Produkt-Ionen. 
Das protonierte Molekül wurde bei einer Kollisionsenergie von 30,15 eV vollständig frag-
mentiert. Der Basispeak wird von dem Produkt-Ion m/z 290,1603 repräsentiert. Zusätzlich 
sind die für trimethylsilylierte Zucker charakteristischen Produkt-Ionen mit  m/z 217,1073 
und m/z 133,0676 detektierbar.
Abb. 3.26.  APCI-Massenspektren der unbekannten Verbindung „unknown#cja-ppu-001“ 
(positiv-Modus).  a) Metastabiles  Vorläufer-Ion  ([M+H]+)  und  dessen  Fragment-Ion 
m/z 290,1603 durch Verlust einer Phosphatgruppe, b) Fragmentspektrum des metastabilen 
Vorläufer-Ions m/z 532,2147 (Pfeil) und dessen Produkt-Ionen (MS2).
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Mittels der Informationen zur Elementarzusammensetzung aus Abschn. 3.2.2 ließ sich die 
Liste mit potentiellen Summenformeln eingrenzen. Eine Zusammenfassung der ermittelten 
Informationen und analytischen Parameter über das protonierte Molekül ist in  Tab. 3.11 
dargestellt.
Tab. 3.11.  Vorgeschlagene Summenformel  und analytische  Parameter  der  unbekannten 
Verbindung „unknown#cja-ppu-001“.
Verbindung
Vorgeschlagene
Summenformel
(Metabolit)
Retentions-
zeit (min)1
Akkurate 
Masse
Exakte
Masse Fehler
(mu / ppm)
mSigma
Wert
(m/z)
Unknown#
cja-ppu-001
C18H47NO7PSi4
(≙ C5H11O7P)
17,252
17,17
532,2147 532,2162 1,5 / 2,8 16,1
1 29-min-Chromatographie, 2 die analytischen Parameter beziehen sich auf dieses Signal.
Die akkurate Masse weicht um 2,8 ppm von der exakten Masse der vorgeschlagenen Sum-
menformel ab, liegt jedoch im Bereich der Fehlertoleranz. Der software-basierte Vergleich 
der Isotopenmuster ergibt einen Wert von 16,1 mSigma. Demnach kann von einer ausrei-
chenden Übereinstimmung ausgegangen werden. Die Stickstoffregel ist nach Abzug des io-
nisierenden Protons für die vorgeschlagene Summenformel ebenfalls erfüllt.
Im Hinblick auf eine mögliche Strukturvorhersage wurde die Summe der Ringe plus Dop-
pelbindungen  berechnet  (r + d).  Unter  Berücksichtigung  des  fünfbindigen  Phosphors 
(Phosphatgruppe) wurde ein Wert von 2 ermittelt.
Die Positionen der berechneten Doppelbindungen im Molekül sind bereits bekannt. Eine 
Doppelbindung ist in der Phosphatgruppe und eine weitere ist in der O-Methyloxim-Grup-
pe lokalisiert.
Nach Abzug der Derivatisierungsgruppen (1 O-Methyloxim, 4 TMS-Gruppen) erhält man 
die vermutliche Summenformel des Metabolits C5H11O7P.
Mittels Datenbanksuche (ChemSpider, PubChem; Tab. 2.4) ließen sich für die vorgeschla-
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gene Summenformel Strukturvorschläge ermitteln.  Insgesamt ergab die Datenbanksuche 
nach manueller Durchsicht 3 passende Treffer. Ein Treffer, 2-Deoxyribose-5-phosphat, war 
bereits in der Spektrenbibliothek vorhanden. Da dessen Retentionsindex (2032,4) um 78,7 
RI-Einheiten von „unknown#cja-ppu-001“ (RI = 1953,3) entfernt liegt und im EI-Massen-
spektrum die  spezifische  Masse  m/z 290 fehlt,  lässt  sich  diese  Verbindung jedoch aus-
schließen. Abb. 3.27 zeigt eine vorgeschlagene chemische Struktur ohne Berücksichtigung 
der Stereochemie der verbliebenen Treffer 1-Deoxyxylulose-5-phosphat und 1-Deoxyribu-
lose-5-phosphat. 1-Deoxy-D-Xylulose-5-phosphat ist z.B. ein Intermediat im Thiamin Me-
tabolismus.
Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte hochauflösende GC-APCI-MS2 – Methode besitzt 
großes Potential zur breit angelegten Analyse bakterieller Zellextrakte. Nachdem die Pro-
ben massenspektrometrisch vorbereitet wurden ist es möglich, mit nur einer einzigen  GC-
MS - Messung wichtige Informationen für die Strukturanalyse zu sammeln. Die automati-
sierte  Auswahl  und Isolierung  von  Vorläufer-Ionen  mit  anschließender  Fragmentierung 
(MS2) bietet zusätzlich die Möglichkeit, funktionelle Gruppen und Strukturelemente abzu-
leiten. Damit besitzt diese Methode einen weiteren großen Vorteil im Vergleich zu dem 
klassischen Ansatz, der chemischen Ionisierung, bei der lediglich die Information des Mo-
lekül-Ions gegeben ist (s.  Abschn. 3.2.3). Bei der Strukturanalyse von unbekannten Sub-
stanzen stellt das MS2-Massenspektrum ein wichtiges Hilfsmittel bei der Wiederfindung 
Abb. 3.27.  Vorgeschlagene  chemische  Struktur  für  „unknown#cja-ppu-001“:  E/Z  1-
Deoxypentose-5-phosphat 1MeOX 4TMS.
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dar.  Die  Fragmentmuster  unterscheiden  sich  zwar  von  denen  aus  EI-Massenspektren, 
dennoch sind Überschneidungen von Fragment-Ionen vorhanden.  Die Kollisionsenergie 
liegt bei maximal 35 eV und ist damit 50% geringer, als bei der Elektronenionisation. In 
den daraus resultierenden Fragmentmustern erscheinen Produkt-Ionen höherer m/z-Verhält-
nisse, da der Energieüberschuss über weniger Bindungsbrüche abgebaut werden kann. Die-
se spezifischen Produkt-Ionen können weitere strukturelle Hinweise über das Metabolitde-
rivat geben.
Anhand der akkuraten Massen können Summenformeln für Vorläufer- und Produkt-Ionen 
berechnet werden. Die Ergebnisliste kann wiederum durch Daten aus den Markierungsex-
perimenten eingegrenzt werden. Bereits die Informationen aus  13C-markierten Zellextrak-
ten und den Ergebnissen aus dem Vergleich der natürlichen Isotopenmuster reichen aus, 
um die Liste passender Summenformeln auf eine Einzige zu reduzieren. Damit stehen um-
fassende Daten zur Verfügung, um eine Strukturvorhersage treffen zu können.
Im Gegensatz zur chemischen Ionisation (Abschn. 3.2.3) wurden alle identifizierten Meta-
bolitderivate aus dem EI-Referenzchromatogramm im APCI-Chromatogramm wiederge-
funden. Darüber hinaus konnte über 50 weiteren Verbindungen eine Summenformel zuge-
wiesen werden. Dennoch sind Diskriminierungen in Form geringerer Intensitäten bei Zu-
ckern und Zuckerderivaten zu beobachten (vgl. Abschn. 3.2.3). Die Signalintensitäten rei-
chen jedoch meistens aus, um eine Strukturanalyse durchzuführen. Ferner gibt es die Mög-
lichkeit splitlos-Messungen durchzuführen, bei denen auch Metabolitderivate mit geringen 
Ausgangskonzentrationen detektiert werden können.
Durch  den  sehr  großen  Massenbereich  von  m/z 70...1550  lassen  sich  vermutlich  alle 
Quasimolekül-Ionen  von  gaschromatographie-gängigen  Metabolitderivaten  erfassen. 
Theoretisch ließe sich der Massenbereich noch erweitern. In diesem Falle wäre ein anderer 
Massenkalibrationsmix notwendig. Da Maltotriose 1MeOX 11TMS mit  m/z 1325,63 das 
größte  und  zugleich  schwerste  in  der  Spektrenbibliothek  vorhandene  Metabolitderivat 
darstellt, ist es unwahrscheinlich, weitaus größere und zugleich flüchtige Metabolitderivate 
mittels  Gaschromatographie  zu  detektieren.  Des  Weiteren  werden  häufig  Zerfälle 
metastabiler Moleküle >m/z 700 beobachtet, die allein durch die Ionisierung hervorgerufen 
werden. Bei diesen Verbindungen ist dennoch eine Strukturanalyse über deren Fragmente 
möglich.
Die Retentionszeitdifferenzen stellten nach der Zuordnung der identifizierten Metabolit-
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paare aus EI- und APCI-Chromatogrammen eine untergeordnete Rolle dar. Alle Zielanalyte 
ließen sich im berechneten Retentionszeitfenster wiederfinden.
Für die Messung akkurater Massen wurde ein Fettsäuremix als Kalibrationsstandard ver-
wendet. Die Massengenauigkeit ist in einem Bereich von m/z 90,9766...m/z 1518,7125 mit 
einer Fehlertoleranz von 5 ppm ausreichend für die Bestimmung von Summenformeln. 
Ein Problem bei der Auswertung sind Verunreinigungen des APCI-Massenspektrums durch 
Fremd-Ionen. Diese stammen von koeluierenden Verbindungen. Für die Strukturanalyse ist 
ein bereinigtes Spektrum äußerst wichtig. Daher bieten sich Vorversuche mit einer erwei-
terten Chromatographie an. Dies könnte entweder durch eine Verlängerung der Tempera-
turrampe realisiert werden, oder über eine schnellere Methode mittels GCxGC.
Bei der Zuweisung einer chemischen Struktur über die Elementarzusammensetzung sind 
alle in dieser Arbeit angewandten Methoden hilfreich. Anhand der Zerfallsmuster konnten 
Teilstrukturen abgeleitet werden. Die Derivatisierungsgruppen gaben die Anzahl an Car-
bonylgruppen und aktiven Protonen (bzw. funktionellen Gruppen) vor.
Die Ergebnisse aus der Formel zur Berechnung der Ringe plus Doppelbindungen sind bei 
einigen Molekülen nicht korrekt (Badertscher et al., 2001). So auch im Fall der unbekann-
ten Verbindung „unknown#cja-ppu-001“. Dennoch kann die Anwendung der r + d-Formel 
bei der klassischen Zusammensetzung organischer Moleküle aus Kohlenstoff, Wasserstoff, 
Sauerstoff,  Stickstoff,  Phosphor  und  Schwefel  hilfreich  sein.  Am  Beispiel  von 
„unknown#cja-ppu-001“  konnte  die  Formel  korrigiert  werden,  da die  Anwesenheit  von 
charakteristischen Fragmenten einer  Phosphatgruppe im EI-Massenspektrum einen Hin-
weis auf das fünfbindige Phosphor-Atom lieferte.
Öffentliche  Datenbanken  chemischer  Strukturen  erleichtern  die  Suche  nach  passenden 
Strukturformeln. Dennoch ist es grundsätzlich möglich, dass die charakterisierte Verbin-
dung nicht in den Datenbanken vorhanden ist. Einzig der kommerzielle Erwerb eines au-
thentischen Standards oder die chemische Synthese der vorgeschlagenen Verbindung kann, 
nach anschließender GC-MS – Analyse, die eindeutige Identifizierung absichern.
Die in dieser Arbeit etablierte Methode zur Strukturanalyse von unbekannten Verbindun-
gen in bakteriellen Zellextrakten ermöglicht das schnelle Durchmustern der Proben. Die 
automatische Auswahl der Vorläufer-Ionen zur MS2 – Analyse bietet zusätzliche Struktur-
informationen  durch  das  Fragmentmuster.  Zur  Eingrenzung  passender  Summenformeln 
können verschiedene, mit stabilen Isotopen markierte Zellextrakte dienen. In Abb. 3.28 ist 
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der etablierte Workflow für die eindeutige Bestimmung von Summenformeln unbekannter 
Verbindungen in bakteriellen Zellextrakten dargestellt. Zunächst werden die Bakterien in 
Minimalmedium  kultiviert.  Dafür  werden  neben  unmarkierten  Referenzkulturen,  in 
Vergleichskulturen  markierte  Kohlenstoff-  und  Stickstoffquellen  eingesetzt.  Die 
Zellextrakte  der  Referenzkulturen  werden  anschließend  mit  den  Gemischen 
MeOX/MSTFA, Me-d3-OX/MSTFA und MeOX/MSTFA-d9 derivatisiert. Die markierten 
Zellextrakte werden nach der Standardmethode behandelt.  Es folgt die Messung mittels 
GC-EI-MS. Anschließend sind hochauflösende Messungen mittels chemischer Ionisation 
bei Atmosphärendruck und integrierter Tandem-Massenspektrometrie möglich.
In der software-basierten Auswertung der unbekannten Verbindungen könne alle Informa-
tionen zur Eingrenzung einer möglichen Summenformel herangezogen werden.
Abb. 3.28.  Workflow zur Strukturanalyse unbekannter Verbindungen in bakteriellen Zell-
extrakten.
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Die etablierte Methode stellt eine gute Alternative zu NMR-basierter Strukturaufklärung 
dar. Die GC-APCI-MS2 – Messungen können auch ohne die Markierungsexperimente wäh-
rend der Analyse von Metabolomproben hilfreich sein. So können die Messungen zur Veri-
fizierung von Metabolitderivaten dienen, deren EI-Massenspektrum nicht eindeutig ist.
3.2.5 Anwendung  der  Methode  an  Beispielen  von  unbekannten  
Verbindungen aus bakteriellen Zellextrakten
3.2.5.1 unknown#cja-ppu-008
Die unbekannte Verbindung „unknown#cja-ppu-008“ konnte reproduzierbar in den polaren 
Zellextrakten von P. putida KT2440 detektiert werden (Retentionsindex 2129,72). Da bei 
Kultivierungen von P. putida auf verschiedenen Kohlenstoffquellen zudem substratabhän-
gige Konzentrationsunterschiede registriert wurden, könnte diese Verbindung von besonde-
rer biologischer Relevanz sein (s. Abschn.3.1.3).
Das EI-Massenspektrum zeigt charakteristische Fragmente für trimetylsilylierte Saccharide 
(u.a.  m/z 103,  m/z 133,  m/z 205,  m/z 217,  m/z 319). Das Molekül-Ion konnte jedoch nicht 
definiert werden.
Im APCI-Massenspektrum repräsentiert der Basispeak gleichzeitig den Quasimolekül-Io-
nen-Peak  mit  m/z 672,3450  (Abb. 3.30, a).  Mittels  des  in  Abschn. 3.2.4 beschriebenen 
Verfahrens  konnte  dem  Signal  die  Summenformel  C26H66NO7Si6 zugewiesen  werden. 
Durch den Zerfall des protonierten Moleküls während des Transfers erscheinen zusätzlich 
Fragment-Ionen (Intensität <25%). Die Fragmente können durch den Verlust von TMS-OH 
Abb. 3.29.  EI-Massenspektrum der unbekannten Verbindung „unknown#cja-ppu-008“.
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- Gruppen erklärt werden.
Mittels kollisionsinduzierter Fragmentierung des Vorläufer-Ions (m/z 672,3450) entstehen 
mehrere Produkt-Ionen im MS2-Massenspektrum (Abb. 3.30, b).  Neben dem bereits er-
wähnten typischen Produkt-Ion von Sacchariden (m/z 217,1077) ist ein weiteres prominen-
tes Signal vorhanden, das ebenfalls auf eine strukturelle Ähnlichkeit zu Sacchariden hin-
deutet (m/z 307,1574). Ferner konnten Produkt-Ionen nachgewiesen  werden, die eine O-
Methyloxim-Gruppe enthalten (m/z 262,1289, m/z 402,1931).
Eine  Zusammenfassung  der  analytischen  Parameter  des  protonierten  Moleküls 
(m/z 672,3450) befindet sich in Tab. 3.12.
Abb. 3.30.  APCI-Massenspektren der unbekannten Verbindung „unknown#cja-ppu-008“ 
(positiv-Modus).  a) Vorläufer-Ion  ([M+H]+),  b) Fragmentspektrum  des  Vorläufer-Ions 
m/z 672,3450 (Pfeil) sowie dessen Produkt-Ionen (MS2).
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Tab. 3.12.  Vorgeschlagene Summenformel und analytische Parameter der unbekannten 
Verbindung „unknown#cja-ppu-008“.
Verbindung
Vorgeschlagene
Summenformel
(Metabolit)
Retentions-
zeit (min)1
Akkurate 
Masse
Exakte
Masse Fehler
(mu / ppm)
mSigma
Wert
(m/z)
Unknown#
cja-ppu-008
C26H66NO7Si6
(≙ C7H14O7)
18,882
18,94
672,3450 672,3449 -0,1 / 0,1 12,8
1 29-min-Chromatographie, 2 die analytischen Parameter beziehen sich auf dieses Signal.
Die Differenz von akkurater Masse zu monoisotopischer Masse der vorgeschlagenen Sum-
menformel liegt mit -0,1 u innerhalb der Fehlertoleranz. Der ermittelte mSigma-Wert deu-
tet mit 12,8 ebenfalls auf eine ausreichende Ähnlichkeit der Isotopenmuster hin. Ferner 
konnte die vorgeschlagene Summenformel mit 12 Produkt-Ionen aus dem MS2-Massen-
spektrum erklärt werden (s.  Anhang I.2).  Damit ist von einer korrekten Zuweisung der 
Elemtarzusammensetzung von „unknown#cja-ppu-008“ auszugehen.
Die Datenbanksuche der Summenformel liefert mehrere Treffer, die auf eine Heptose hin-
deuten und mit der Anzahl an Ringen und/oder Doppelbindungen im Molekül (r + d = 1) 
übereinstimmen. Die vorgeschlagenen Strukturformeln für die E/Z-Metabolitderivate von 
„unknown#cja-ppu-008“ sind in Abb. 3.31 dargestellt.
Abb. 3.31.   Vorgeschlagene chemische Struktur  für „unknown#cja-ppu-008“: E/Z-Keto-
heptose 1MeOX 6TMS.
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Das  Metabolitderivat  Glukoheptose 1MeOX 6TMS ist  bereits  in  der  Spektrenbibliothek 
vorhanden. Die Retentionsindizes beider Isomere weichen vom abundanteren Derivat um 
12, bzw. 16 Einheiten ab. Vermutlich handelt es sich hierbei um ein weiteres Stereoisomer.
Es könnte sich z.B. um die dephosphorylierte Form von Sedoheptulose-7-phosphat aus 
dem Pentosephosphat-Weg handeln. Die Lipopolysaccharid-Struktur auf der Zelloberflä-
che enthält ebenfalls Heptosen, von denen eine „unknown#cja-ppu-008“ darstellen könnte 
(Dos Santos et al., 2004).
3.2.5.2 unknown#mse-ypy-001
Die  unbekannte  Verbindung  „unknown#mse-ypy-001“  aus  Yersinia pseudotuberculosis 
zeigt eine deutliche Veränderung bei unterschiedlichen Kultivierungstemperaturen (37 °C 
und 25 °C). Daher ist die Identifizierung der Substanz von besonderem Interesse zur Inter-
pretation metabolischer Anpassungsmechanismen.
Im EI-Massenspektrum (Abb. 3.32)  repräsentieren  m/z 73  (Basispeak)  und  m/z 147  ty-
pische Fragment-Ionen der TMS-Derivatisierungsgruppen, die jedoch keinen Beitrag zur 
Strukturanalyse leisten. Anhand spezifischer Abspaltungen von Neutralteilchen ([M-15]+, 
[M-90]+, [M-117]+ konnte bereits im EI-Massenspektrum das Molekül-Ion (m/z 404) defi-
niert werden.
Den Basispeak im APCI-Massenspektrum repräsentiert ein Fragment-Ion, das durch die 
Abspaltung  eines  Neutralteilchens  (HO-TMS)  entstanden  ist  (Abb. 3.33,  a).  Das 
protonierte  Molekül  (m/z 405,1569)  scheint  somit  labile  C-O-TMS  –  Bindungen  zu 
besitzen.
Abb. 3.32.  EI-Massenspektrum der unbekannten Verbindung „unknown#mse-ypy-001“.
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Nach der Fragmentierung des Vorläufer-Ions (m/z 405,1569) wird das APCI-Massenspek-
trum  von  einem  Produkt-Ion  (m/z 197,0633)  mit  der  Elementarzusammensetzung 
C9H13O3Si dominiert  (Abb. 3.33,  b).  Neben diesem sehr stabilen Fragment  liegen noch 
weitere  Produkt-Ionen  (m/z 125,0236,  m/z 153,0184,  m/z 225,0580,  m/z 287,1124)  mit 
geringer Intensität vor (<10%).
Eine  Zusammenfassung  der  analytischen  Parameter  des  protonierten  Moleküls 
(m/z 405,1571) befindet sich in Tab. 3.13.
Abb. 3.33.  APCI-Massenspektren der unbekannten Verbindung „unknown#mse-ypy-001“ 
(positiv-Modus).  a)  Vorläufer-Ion  ([M+H]+),  b)  Fragmentspektrum  des  Vorläufer-Ions 
m/z 405,1571 (Pfeil) und dessen Produkt-Ionen (MS2).
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Tab. 3.13.  Vorgeschlagene Summenformel  und analytische Parameter  der unbekannten 
Verbindung „unknown#mse-ypy-001“.
Verbindung
Vorgeschlagene
Summenformel
(Metabolit)
Retentions-
zeit (min)1
Akkurate 
Masse
Exakte
Masse Fehler
(mu / ppm)
mSigma 
Wert
(m/z)
Unknown#
mse-ypy-001
C16H33O6Si3
(≙ C7H8O6)
16,24 405,1571 405,1579 0,8 / 2,0 9,5
1 29-min-Chromatographie
Die vorgeschlagene Summenformel konnte mit einer geringen Massendifferenz von 0,8 mu 
und einem kleinen mSigma-Wert von 9,5 verifiziert werden. Weiterhin war es möglich, die 
vorgeschlagene Summenformel mit 8 Produkt-Ionen aus dem MS2-Massenspektrum zu er-
klären  (s.  Anhang I.3). Damit ist von einer korrekten Zuweisung der  Elemtarzusammen-
setzung von „unknown#mse-ypy-008“ auszugehen.
Die Datenbanksuche ergab 5 mögliche Molekülstrukturen, die mit der Anzahl an Ringen 
plus Doppelbindungen (r + d = 4) von „unknown#mse-ypy-001“ übereinstimmen. Von die-
sen  können  zwei  Strukturformeln  Stoffwechselwegen  zugeordnet  werden:  cis-
Homoaconitat  aus der  Lysin-Biosynthese (Abb. 3.34, a)  und  2-Methylaconitat  aus dem 
Propanoat-Metabolismus (Abb. 3.34, b).
Die Enzyme des katabolen, bzw. anabolen Wegs beider Metabolite sind für Y. pseudotuber-
culosis nicht annotiert (KEGG). Es könnte sich daher um nicht erschlossene Stoffwechsel-
Abb. 3.34.  Vorgeschlagene  chemische  Strukturen  für  „unknown#mse-ypy-001“.
a) Homoaconitat 3TMS b) 2-Methylaconitat 3TMS.
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wege handeln. Die eindeutige Identifizierung des Metabolitderivats ist jedoch erst über die 
Messung authentischer Standards möglich.
3.2.5.3 unknown#mse-ypy-002
Die unbekannte Verbindung „unknown#mse-ypy-002“ wurde reproduzierbar in den polaren 
Zellextrakten von  Y. pseudotuberculosis detektiert.  Die  bakteriellen  Zellextrakte  wurden 
von  Maike  Sest  (Abteilung  Bioinformatik  und  Biochemie,  TU  Braunschweig)  zur 
Verfügung gestellt.
Es handelt sich um einen relativ scharfen chromatographischen Peak (RI1 2922,45) und 
einen unscharfen Peak (RI2 2955,15) mit dem gleichen EI-Massenspektrum (Abb. 3.35).
Es zeigt typische Saccharidfragmente,  wie z.B.  m/z 103 und  m/z 217. Zusätzlich sind 2 
spezifischere Fragment-Ionen (m/z 259, m/z 349) detektierbar.
Bei  der  Analyse  des  APCI-Massenspektrums  wurde  das  protonierte  Molekül 
(m/z 991,4629) über die Abspaltung einer HO-TMS – Gruppe definiert (Abb. 3.36, a). Bei 
der kollisionsinduzierten Fragmentierung von m/z 991,4629 wies das Massenspektrum auf-
grund der niedrigen Intensität  nur wenige Produkt-Ionen auf.
Abb. 3.35.  EI-Massenspektrum der unbekannten Verbindung „unknown#mse-ypy-002".
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Für die Analyse wurde daher das Fragmentspektrum des Vorläufer-Ions m/z 901,4098 stell-
vertretend dargestellt, da es das gleiche Fragmentierungsmuster aufweist. Das MS2 – Mas-
senspektrum zeigt 2 prominente Produkt-Ionen (m/z 103,0574; m/z 259,1187) und zahlrei-
che Signale mit einer relativen Intensität <25% (Abb. 3.36,  b). Die MS2-Massenspektren 
weiterer  Fragment-Ionen  dieser  Verbindung  (z.B.  m/z 625,2913)  spiegeln  ebenfalls  die 
gleichen Produkt-Ionen wider.
Im APCI-Massenspektrum der korrespondierenden 13C-markierten Verbindung weisen die 
Fragmente  fast  ausschließlich  Massendifferenzen von  m/z 5,  m/z 10  und  m/z 15  auf  (s. 
Anhang I.4). Aufgrund des hohen Retentionsindex und der charakteristischen Zuckerfrag-
mente könnte es sich bei dem Metabolit somit um eine Trisaccharid aus Pentosen handeln.
Eine Zusammenfassung der analytischen Parameter des Produkt-Ions m/z 901,4098 befin-
det sich in Tab. 3.14.
Abb. 3.36.  APCI-Massenspektren der unbekannten Verbindung „unknown#mse-ypy-002“ 
(positiv-Modus).  a) Vermutlich  protoniertes  Molekül  (m/z 991,4629),  Vorläufer-Ion 
(m/z 901,4098) und weitere Fragmente, u.a. durch Abspaltung von HO-TMS (Pfeile).  b) 
Fragmentspektrum  des  Vorläufer-Ions  m/z 901,4098  (Pfeil)  und  dessen  Produkt-Ionen 
(MS2).
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Tab. 3.14.  Vorgeschlagene Summenformel  und analytische Parameter  der unbekannten 
Verbindung „unknown#mse-ypy-002“.
Verbindung
Vorgeschlagene
Summenformel
(Metabolit)
Retentions-
zeit (min)1
Akkurate 
Masse
Exakte
Masse Fehler
(mu / ppm)
mSigma-
Wert
(m/z)
Unknown#
mse-ypy-002
C36H81O12Si7
(≙ C15H26O13)
41,55 901,4098 901,4107 0,9 / 1,1 13,8
1 59-min-Chromatographie
Die akkurate Masse des Vorläufer-Ions und der Abgleich des Isotopenmusters ließen sich 
mit ausreichender Genauigkeit bestimmen (Fehler: 0,9 mu; mSigma: 13,8).
Für das vermutliche Quasimolekül-Ion von „unknown#mse-ypy-002“ kann die Summen-
formel (C39H91O13Si8) durch Addition von HO-TMS abgeleitet und mit 8 Produkt-Ionen aus 
dem MS2-Massenspektrum erklärt werden  (s.  Anhang I.4).  Die Elementarzusammenset-
zung des Metabolits ist folglich C15H26O13.
Die  Datenbanksuche  erzielte  mehrere  Treffer.  Eine  mögliche  chemische  Struktur  zeigt 
Abb. 3.37.  Zusätzlich sind mögliche Fragmentierungswege zu den prominentesten Frag-
ment-Ionen aus dem EI- und APCI-Massenspektrum dargestellt. Da die Konfiguration mit-
tels Tandem-Massenspektrometrie nicht endgültig geklärt werden kann, ist stellvertretend 
Xylotriose dargestellt.
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Das Ergebnis zur Berechnung der Anzahl an möglichen Ringen und Doppelbindungen im 
Molekül (r + d = 3) wird durch drei Ringe repräsentiert.  Die chemische Grundstruktur, 
bestehend aus 5 Kohlenstoffatomen, kann ebenfalls von den Pyranosen abgeleitet werden.
Eine  abschließende  Identifizierung  ist  jedoch  nur  über  die  Messung  authentischer 
Standards möglich.
Abb. 3.37.  Vorgeschlagene  chemische  Struktur  von  „unknown#mse-ypy-002“ 
(m/z 991,4608) und vermutliche Produkt-Ionen.
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3.3 Aufbau einer Spektrendatenbank
Die Spektrenbibliothek der Arbeitsgruppe umfasste bei der Übernahme (Strelkov, 2004; 
Thielen, 2007) insgesamt 458 EI-Massenspektren von authentischen Standards, sowie 179 
EI-Massenspektren unbekannter  Verbindungen.  Die Ablage der  Spektren erfolgte  datei-
basiert  im  mass spectral library (.msl)  –  Format.  Die  Pflege  und  Erweiterung  dieser 
Textdatei  gestaltete  sich  umständlich und fehleranfällig.  Des Weiteren konnten  die  neu 
gewonnenen Strukturinformationen von unbekannten Verbindungen und Massenspektren 
anderer  Ionisierungstechniken  (CI,  APCI,  APCI-MS2)  entweder  nur  teilweise  oder  gar 
nicht in die Bibliothek integriert werden.
Aufgrund dessen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Spektrendatenbank in Zusammenar-
beit mit Christian Nieke (Abteilung Bioinformatik und Biochemie, TU Braunschweig) auf-
gesetzt  und  etabliert.  Das  Datenbankschema  umfasst  mehrere  Tabellen  (Entitäten),  die 
Informationen  über  Derivate,  Metabolite  und  unbekannte  Verbindungen  beinhalten 
(Abb. 3.38).
Abb. 3.38.  Architektur  der  Spektrendatenbank (schematisch).  Einfache Integration von 
unbekannten Verbindungen über ein Webformular und Verknüpfung von Strukturinforma-
tionen  mit  Datenbankeinträgen  (rote  Pfeile).  Identifizierte  Verbindungen können in  die 
Entität „Derivate/Metabolite“ transferiert werden (grauer Pfeil).
Der Schwerpunkt dieser Datenbank liegt auf der Integration, Pflege und effizienten Nut-
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zung von Informationen und Massenspektren aus der bereits vorgestellten Strukturanalyse 
(rote Pfeile).
Die neu gewonnenen Daten können mit dem jeweiligen Eintrag der unbekannten Verbin-
dung verknüpft und gesichert werden. Ein Webformular fungiert als zentrale Schnittstelle 
zum  komfortablen  Import  neuer  Massenspektren  unbekannter  Verbindungen.  Mittels 
Exportfunktion kann direkt eine aktualisierte Spektrenbibliothek ausgegeben werden. Nach 
erfolgreicher  Identifizierung  ist  eine  Überführung  des  EI-Massenspektrums  und dessen 
Metadaten in die Tabellensektion bekannter Derivate und korrespondierender Metabolite 
möglich.
Die  sogenannte  Entität  „Derivate/Metabolite“  beinhaltet  EI-Massenspektren  bekannter 
Substanzen und relevanter Zusatzinformationen. Des Weiteren sind Funktionalitäten zum 
Austausch von Einträgen mit externen Spektrendatenbanken und zur Integration von Meta-
bolitinformationen über BRENDA (BRaunschweig ENzyme Database) implementiert.
Ein schematischer Aufbau der Entität „Unbekannte Verbindungen“ ist in Abb. 3.39 darge-
stellt. Die Tabellen stehen in einer 1 zu n – Beziehung und sind über Fremdschlüssel (rote 
Rauten)  mit  dem Primärschlüssel  (gelber  Schlüssel)  der  unbekannten  Verbindung  ver-
knüpft (Beispiel in Abb. 3.39 markiert).
Eine unbekannte Verbindung kann in mehreren Organismen (Unknown_Organism)  vor-
kommen und diverse Quantifizierungsionen (Unknown_Quantification_Ion) besitzen. Für 
den  Export  einer  Spektrenbibliothek  wird  ein  EI-Referenzspektrum 
(Unknown_EI_Reference_Mass_Spectrum)  spezifiziert.  Zudem  können  mehrere 
Massenspektren (Unknown_Mass_Spectrum) mit  der unbekannten Verbindung verknüpft 
werden.  Für  die  Beschreibung  eines  APCI-MS2-Massenspektrums  werden  zudem noch 
Zusatzinformationen  (Vorläufer-Ion,  Kollisionsenergie,  Polarität)  benötigt 
(Unknown_APCI_MS2_Spectrum).
Innerhalb einer Tabelle gibt es zur Beschreibung eines Eintrags notwendige (blaue Rauten) 
und  optionale  Attribute  (blau-weiße  Rauten).  Ein  Attribut  besteht  in  diesem  Fall  aus 
Spaltennamen und dem in Klammern gesetzten Datentyp.
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Die eindeutige Zuordnung einer unbekannten Verbindung ist, neben der Angabe eines Mas-
senspektrums und dessen Metadaten, über die Attribute Autor, Organismus, Retentionsin-
dex und Erstellungsdatum gegeben. Zusätzlich wird mittels fortlaufender Nummerierung 
die  unbekannte  Verbindung  in  der  bestehenden  Benennungsweise  spezifiziert  (Bsp.: 
„unknown#cja-ppu-001“). Eine detaillierte Beschreibung aller Attribute ist  Anhang J zu 
entnehmen.
Die  Sicherung der  Zusatzinformationen aus  den angewandten  Strukturanalysemethoden 
und die bereits beschriebene Verknüpfung mit dem Eintrag einer unbekannten Verbindung 
stand im Fokus der Etablierung. Aus diesen Gründen wurde eine Ausgliederung der gesam-
ten Datenbankeinträge unbekannter Verbindungen aus der vorhandenen Spektrenbibliothek 
durchgeführt. Diese Aufteilung in verschiedene Entitäten ermöglicht eine effiziente Aus-
nutzung der Datenbankfunktionalitäten. Zudem reduziert die neue Datenstruktur aufgrund 
der Fremdschlüsselbeziehungen deutlich die Fehleranfälligkeit.
Abb. 3.39.  Schematischer  Aufbau  der  relationalen  Spektrendatenbank  (Entität: 
„Unbekannte“). Jedes Fenster stellt eine Tabelle mit Attributen, bestehend aus Spaltenname 
und  Datentyp,  dar.  Verbindungen  werden  über  Fremdschlüssel  (rote  Rauten)  zum 
Primärschlüssel (gelber Schlüssel) der nachfolgenden Tabelle hergestellt.
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Das  Datenmodell  bekannter  Substanzen  wurde  auf  die  Entitäten  „Derivate“  und 
„Metabolite“ projiziert und ist in  Abb. 3.40 dargestellt. Ein Metabolit (Metabolite) kann 
auf  mehrere  Derivate  verweisen.  Ein Derivat  (Derivative)  kann wiederum in mehreren 
Organismen  (Organism)  vorkommen  und  diverse  Massenspektren  (Mass_Spectrum), 
Quantifizierungsionen  (Quantification_ion)  und  Synonyme  (Derivative_Synonym) 
besitzen. Das Derivat muss aber nicht zwingend mit einem Metabolit verknüpft sein.
Die Erläuterungen zu den Attributen befinden sich im Anhang J.
Das Datenmodell der Entität „Derivate/Metabolite“ mit den darin enthaltenen Attributen 
orientierte sich aufgrund der im folgenden Teil beschriebenen Fusion am Datenmodell der 
Golm Metabolome Database (GMD) und wurde daher aus Gründen der Vollständigkeit an-
gegeben.
Die Kuration der Spektrendatenbank wird von einem Administrator durchgeführt. Dieser 
Abb. 3.40.  Schematischer  Aufbau  der  relationalen  Spektrendatenbank  (Entitäten: 
„Derivate“ und „Metabolite“). Jedes Fenster stellt eine Tabelle mit Attributen, bestehend 
aus  Spaltenname  und  Datentyp,  dar.  Verbindungen  werden  über  Fremdschlüssel  (rote 
Rauten) zum Primärschlüssel (gelber Schlüssel) der nachfolgenden Tabelle hergestellt.
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hat die Möglichkeit,  über eine graphische Oberfläche auf die Einträge zuzugreifen und 
diese ggf. zu verändern.
Im Rahmen dieser  Arbeit  wurde die  laborinterne  Bibliothek (Lib_4.0.2)  mit  der  Golm 
Metabolome  Database (GMD)  fusioniert.  Es  erfolgte  ein  Abgleich  mittels 
chemoinformatischer Methoden und anschließender manueller Überprüfung am Institut für 
molekulare Pflanzenphysiologie in Golm von Dr. Jan Hummel und Dr. Joachim Kopka, um 
Redundanzen zu vermeiden.
Den Einträgen wurden Informationen zu Metaboliten, wie z.B. Identifizierungsmerkmale 
anderer Datenbanken, im Abgleich mit der BRENDA hinzugefügt und vervollständigt. Der 
Bezug wurde dabei durch die, in der  Golm Metabolome Database vorhandenen, InChI-
Codes  der  Metabolite  hergestellt.  Dieser  beschreibt  die  chemische  Struktur  einer 
Verbindung in einer systematischen Zeichenkette. Die Datenbanksuche mittels InChI-Code 
kann unabhängig von Trivialnamen, Synonymen und sonstigen Arbeitsnamen durchgeführt 
werden.
Die vorgestellte Datenbank enthält nun 2572 Einträge, von denen 1530 Einträge auf be-
kannte Derivate und 1042 Einträge auf unbekannte Verbindungen entfallen (Tab. 3.15). 
Die Derivate sind mit insgesamt 1377 Metaboliten verknüpft.
Tab. 3.15.  Anzahl  der  Einträge  vor  und  nach  der  Fusion  mit  der  Golm Metabolome 
Database (GMD).
Entität
Einträge
Bibliothek (4.0.2) Datenbank (fusioniert)
Unbekannte 187 1042
Derivate 475 1530
Metabolite 1377
Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Datenbank stellt eine zentrale Plattform zur Inte-
gration und Pflege von unbekannten Verbindungen, Derivaten und deren assoziierten Meta-
bolite dar. Durch die Ausgliederung aller unbekannten Verbindungen können nun für die 
Identifizierung wichtige  Massenspektren diverser  Ionisierungstechniken eingepflegt  und 
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mit  den  Analyten  verknüpft  werden.  Mittels  Bereitstellung  verschiedener  Attribute  zur 
Spezifizierung der Massenspektren und obligatorische Fremdschlüsselbeziehungen ist zu-
dem eine effiziente Nutzung der Daten im Prozess der Identifizierung möglich. Zudem lie-
gen nun alle Informationen einer unbekannten Verbindung gebündelt vor und sind über 
eine, in die Datenbank integrierte, graphische Oberfläche einfach abrufbar.
Das vorgeschaltete Webformular bietet nun eine komfortable Möglichkeit neue Einträge in 
die Datenbank einzupflegen. Die Ergebnistabellen ungerichteter Analysen metabolischer 
Profile  beinhalten  nicht  selten  mehrere  Hundert  Massenspektren  unbekannter 
Verbindungen pro Mikroorganismus die reproduzierbar detektiert  werden können. Nach 
der  statistischen und chemoinformatischen Evaluation  können diese  nun einfach  in  die 
Datenbank eingepflegt werden.
Die zentrale Speicherung von Massenspektren unbekannter Verbindungen in der Daten-
bank erhöht zudem die Effizienz der gezielten Suche. Vormals wurde die Sicherung meist 
nur dezentral in den jeweiligen Bibliotheken der Auswerteprogramme vorgenommen. Des 
Weiteren werden nun über die Abfrage spezifischer Daten (Wildtyp/Mutante, Wachstums-
phase bei Zellernte, Kohlenstoffquelle, etc.) eventuell wichtige Hinweise für die Identifi-
zierung mit abgespeichert.
Die Pflege von mehreren Tausend Einträgen ist datei-basiert, wie es bei der Spektrenbiblio-
thek im msl-Format zuvor der Fall war, fast nicht mehr möglich. Die Anzahl der Einträge 
wird  durch  die  Messung  authentischer  Standards  und  Identifizierung  unbekannter 
Verbindungen weiter steigen. Die etablierte Datenbank ist dafür ausgelegt und kann zudem 
durch implementierte Funktionen bei Bedarf erweitert und angepasst werden.
Mittels des weit verbreiteten Datenbankmanagementsystems MySQL ist eine Aktualisie-
rung z.B. von Metabolitinformationen über andere Datenbanken (z.B. BRENDA) problem-
los möglich. Auch der Austausch von Massenspektren inkl. deren Metadaten mit externen 
Datenbanken (GMD) kann über verschiedene Identifizierungsmerkmale stattfinden.
Die Fusion der Spektrendatenbanken ist  eine effiziente Methode die wissenschaftlichen 
Kapazitäten zu bündeln und langfristig finanzielle Ressourcen zu schonen. Die Anzahl an 
Derivaten  konnte  dadurch  um  322%  gesteigert  werden  (Tab. 3.15).  Der  Forschungs-
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schwerpunkt in Golm liegt allerdings in der Untersuchung des Metabolismus von Pflanzen. 
Daher  sind  tendenziell  mehr  pflanzenspezifische  Sekundärmetabolite  in  der Golm 
Metabolome  Database vorhanden.  Aber  auch  diese  Verbindungen  können  für  eine 
umfassende Metabolomanalyse von Bakterien relevant sein.
Da ein manueller Abgleich in der Regel sehr zeitintensiv und durch den direkten Eingriff in 
die Datenstruktur auch fehleranfälliger ist, wurde als universelles Identifizierungsmerkmal 
für einen regelmäßigen und automatischen Austausch der InChI-Code ausgewählt. Trotz-
dem wird die manuelle Überprüfung und Pflege der Einträge wichtiger Bestandteil in der 
Nutzung einer Spektrendatenbank bleiben.
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4 Zusammenfassung
Pseudomonas putida ist ein schnell wachsendes und genetisch leicht zu manipulierendes 
Bodenbakterium mit  einfachen  Nährstoffanforderungen.  Aufgrund  dieser  Eigenschaften 
rückte es in den Fokus für biotechnologische Anwendungen.
In der vorliegenden Arbeit wurden Metabolomanalysen durchgeführt, um die zelluläre Ant-
wort auf eine Exposition abiotischer Stressfaktoren zu untersuchen. Dazu wurden in einer 
Zeitreihenstudie die qualitativen und quantitativen Veränderungen im Metabolitprofil wäh-
rend  des  Wachstums  in  Batch-Kulturen  beschrieben.  Bei  definierten  Kultivierungsbe-
dingungen (Kohlenstoffquelle: Glukose) geht die Kultur nach ca. 7h in eine Verzögerungs-
phase über. Der Spearman-Korrelationskoeffizient von Proben der stationären Wachstums-
phase gegen Proben der exponentiellen Wachstumsphase erklärt mit 0,81 globale quantita-
tive  Veränderungen  im  Metabolitrepertoire.  Die  zelluläre  Stressantwort  von  P. putida 
KT2440 auf beginnende Nährstoffmangelbedingungen ist ein kontinuierlicher Prozess, der 
durch einzelne stark regulierte Metabolite (z.B. Glutamat und Trehalose) motiviert ist.
Ferner erfolgte eine Charakterisierung der Metabolitprofile bei Wachstum auf verschiede-
nen Kohlenstoffquellen (Glukose, Succinat, Benzoat). Die unterschiedlichen Eintrittswege 
induzieren substrat-spezifische Metabolitmuster, die sich im Vergleich zur Glukose-Kulti-
vierung  durch  u.a.  erniedrigte  Metabolitpools  im  Citrat-Zyklus  (Succinat-Kultivierung) 
und vermutlich stressbedingt reduzierter Metabolitpools z.B. aus der Nukleotid-Biosyn-
these und dem Entner-Doudoroff-Weg (Benzoat-Kultivierung) auszeichnen.
Die intrazelluläre Konzentrationen von Metaboliten des oberen Benzoat-Abbauwegs lagen 
unter dem Detektionslimit. Dies könnte mit der metabolischen Vielseitigkeit von P. putida 
KT2440  begründet  werden,  da  deren  direkte  Metabolisierung  zu  Intermediaten  des 
Zentralstoffwechsels  dem Mikroorganismus  die  Möglichkeit  bieten  könnte  auf  weitere 
Stressfaktoren schnell zu reagieren.
Die zelluläre Stressantwort auf Temperaturveränderungen wird u.a. durch die Akkumula-
tion von Metaboliten mit verzweigter Molekülstruktur (z.B. Valin) sowie phosphatierter 
(Amino-)Zucker reflektiert.  Viele Mikroorganismen erhalten durch eine veränderte Fett-
säurezusammensetzung in der Zellmembran die Membranfluidität auch bei kalten Tempe-
raturen aufrecht. Dies könnte P. putida KT2440 z.B. durch Umbau von Aminosäuren (u.a. 
Valin) in verzweigte Fettsäuren erreichen, die einen erniedrigten Schmelzpunkt aufweisen.
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Ein Vergleich der Metabolitzusammensetzung verschiedener Mikroorganismen zeigte, dass 
P. putida KT2440 mit Putrescin, Glutamat und Trehalose drei Metabolite aufweist, die auf-
grund ihrer starken Präsenz Schlüsselrollen bei stress-induzierten Adaptionsmechanismen 
einnehmen könnten.
Eine vollständige Charakterisierung des bakteriellen Metaboloms ist aufgrund der chemi-
schen Diversität der Metabolite mit nur einer analytischen Methode zur Zeit nicht möglich. 
Die Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) bietet einen schnellen und relativ 
einfachen Ansatz einen Großteil der Metabolite qualitativ und quantitativ zu erfassen.
Im polaren Zellextrakt von P. putida KT2440 wurden ca. 400 Verbindungen (via GC-MS) 
detektiert. 101 Metabolite konnten über deren Derivate identifiziert werden. Trotz Verwen-
dung von Chemikalien hoher Reinheitsgrade sind 10...20% der Verbindungen nicht-biolo-
gischen Ursprungs.
Demnach sind immer noch mehr als die Hälfte der Verbindungen unidentifiziert.
In  der  vorliegenden  Arbeit  wurden  daher  Methoden  zur  Strukturanalyse  unbekannter 
Verbindungen in bakteriellen Zellextrakten etabliert  und angewendet.  Dies  erfolgte  mit 
GC-MS – basierten Verfahren unter Verwendung von verschiedenen Ionisierungstechniken, 
mit stabilen Isotopen markierter Nährstoffquellen und Derivatisierungsreagenzien, sowie 
der  Bestimmung akkurater  Massen. Bei  der klassischen Ionisierungstechnik (chemische 
Ionisierung mit Methan als Reaktandgas) wurden lediglich 30% der identifizierten Refe-
renzmetabolite  wiedergefunden.  Damit  ist  diese  Methode für  eine  umfassende Analyse 
unbekannter Verbindungen, insbesondere der Bestimmung des Molekular-Ions, aufgrund 
von Diskriminierungen nicht geeignet.
Die  GC-MS  –  Kopplung  mit  chemischer  Ionisation  bei  Atmosphärendruck  und  der 
Möglichkeit Tandem-Massenspektrometrie durchzuführen, erwies sich als äußerst vielver-
sprechende Methode zur Strukturanalyse von unbekannten Metaboliten in Komplexproben. 
Neben  einer  vollständigen  Wiederfindung  von  bereits  identifizierten  Metaboliten  beim 
Abgleich mit  EI-Referenzchromatogrammen,  ist  die  Analyse zahlreicher  Molekül-Ionen 
unbekannter Verbindungen möglich. Anhand der akkuraten Massen und Informationen aus 
13C-markierten  Vergleichsproben  ist  anschließend  eine  Eingrenzung  der  vermutlichen 
Summenformel  durchführbar.  Mittels  Tandem-Massenspektrometrie  können  zudem 
Strukturinformationen über die unbekannte Verbindung erlangt werden. Mit der etablierten 
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Methode ist die nahezu vollständige Charakterisierung eines bakteriellen Zellextrakts via 
GC-MS möglich.
An mehreren Beispielen konnte gezeigt werden, dass mit dem entwickelten Verfahren in 
den meisten Fällen sogar  eine eindeutige Bestimmung der  Summenformel  unbekannter 
Metabolitderivate möglich ist. In Kombination mit den strukturellen Informationen können 
zudem  passende  Metabolite  über  die  Suche  in  Datenbanken  (z.B.  ChemSpider  oder 
PubChem) definiert werden.
Für eine effiziente und zentrale Datensicherung der neu gewonnenen Informationen über 
unbekannte  Verbindungen  wurde  eine  Spektrendatenbank  aufgesetzt.  Massenspektren 
verschiedener Ionisierungstechniken und deren Zusatzinformationen, z.B. aus den Markie-
rungsexperimenten können nun direkt mit dem Eintrag der unbekannten Verbindung ver-
knüpft werden.
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5 Ausblick
Das in dieser Arbeit erfolgreich etablierte Verfahren zur Strukturanalyse unbekannter Me-
tabolitderivate kann nun auf weitere bakterielle Zellextrakte angewendet werden. Dabei 
stehen zunächst  Verbindungen im Fokus der  Strukturanalyse,  die  signifikante  Verände-
rungen zwischen den zu vergleichenden Bedingungen zeigen.
Des Weiteren steht die Identifizierung der bereits charakterisierten Metabolitderivate durch 
den Abgleich mit authentischen Standards im Vordergrund.
Ein Durchmustern bakterieller Zellextrakte mittels chemischer Ionisierung bei Atmosphä-
rendruck im negativ-Modus könnte weitere unbekannte Verbindungen einer Strukturana-
lyse zugänglich machen.
Ferner ist eine Charakterisierung der über 1000 unbekannten Substanzen in der Spektren-
datenbank notwendig. Mit Hilfe der etablierten Spektrendatenbank können die unbekann-
ten Verbindungen u.a. nach Vorkommen in Zellextrakten diverser Mikroorganismen einge-
teilt werden. Anhand dieser Informationen ist z.B. die Erstellung einer Prioritätenliste von 
besonders  häufig  vorkommenden  und  signifikant  veränderten  Metabolitderivaten  als 
Ansatzpunkt für die Strukturanalyse möglich.
Die Informationen aus der Strukturanalyse, z.B. die spezifischen Abspaltungen in MS2 – 
APCI-Massenspektren bekannter Verbindungen, können bei der Entwicklung chemoinfor-
matischer Verfahren zur Vorhersage möglicher Molekülstrukturen helfen.
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7  Anhang
A Geräte-Setup und Messparameter
A.1 TRACE_EI_59min
Instrument: TRACE GC/MS (Finnigan)
Autosampler: AS 3000 (Thermo Scientific)
Injector: PTV (programmed temperature vaporizer)
Liner (packed with quarzwool):
          ID x OD x lenght:
Restek Trace 2000 Liner
          (2 x 2.75 x 120) mm
Initial temperature / evaporation time: 70 °C / 0.2 min
Transfer ramp: 14 °C ∙ s-1
Final temperature / final time: 280 °C / 5 min
Clean rate / clean temperature / clean time: 14 °C ∙ s-1 / 330 °C / 10 min
Injector mode: split
Split ratio: 1 : 25
Sample volume: 1 µl
Syringe:
          Volume (gauge/lenght/point style):
Thermo syringe
          5 µl (26/50/Cone)
Column (fused silica):
          Length, ID, film thickness:
          Temperature range
(isothermal limit/temperature program limit):
          Stationary phase:
Agilent® J&W Scientific DB-5MS
          30 m, 0.25 mm, 0.25 µm
          -60 ... 330/350 °C
          low polarity phase
          5% diphenyl / 95% dimethylpolysiloxane
Column flow regulation: DPFC (Digital Pressure and Flow Control)
Gas flowcolumn / Linear velocity (temperature)
          (septum purge flow - fixed)
1 ml ∙ min-1 ≙ 37 cm ∙ sec-1 (@ 70 °C)
           (5 ml ∙ min-1)
Gas saver: ON (10 ml ∙ min-1 after 6 min)
Vacuum compensation: ON
Carrier gas Helium 5.0
Oven settings temperature program
Initial temperature: 70 °C
Initial time: 1 min
Ramp 1: 5 °C ∙ min-1
Final temperature 1: 325 °C
Final time 1: 7 min
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Acquisition time: 59 min
Transfer line temperature: 275 °C
Ion source: Electron Ionization (EI)
Ionization energy: 70 eV
Ion source temperature: 200 °C
Analyser / detector: Quadrupole / Photomultiplier
Type of acquisition: Full scan
Acquisition rate: 2.5 scans ∙ sec-1
Mass spectrum: 40...460u
Start acquiring after eluting solvent: 4.5 min
Measurement software: Xcalibur 1.2 (Thermo Scientific)
A.2 DSQII_EI_59min
Instrument: TRACE DSQ II GC/MS (Thermo Scientific)
Autosampler: AS 3000 II (Thermo Scientific)
Injector: PTV (programmed temperature vaporizer)
Liner (packed with quarzwool):
          ID x OD x lenght:
Thermo GC Injection Port Liner
          (2 x 2.75 x 120) mm
Initial temperature / evaporation time: 70 °C / 0.2 min
Transfer ramp: 14 °C ∙ s-1
Final temperature / final time: 280 °C / 5 min
Clean rate / clean temperature / clean time: 14 °C ∙ s-1 / 330 °C / 10 min
Injector mode: split
Split ratio: 1 : 25
Sample volume: 1 µl
Syringe:
          Volume (gauge/lenght/point style):
Thermo syringe
          5 µl (26/50/Cone)
Column (fused silica):
          Length, ID, film thickness:
          Temperature range
(isothermal limit/temperature program limit):
          Stationary phase:
Phenomenex® Zebron ZB-5MS + 5 m Guardian 
(guard column)
          30 m, 0.25 mm, 0.25 µm
          -60 ... 330/350 °C
          low polarity phase
          5% diphenyl / 95% dimethylpolysiloxane
Column flow regulation: DPFC (Digital Pressure and Flow Control)
Gas flowcolumn / Linear velocity (temperature)
          (septum purge flow - fixed)
1.2 ml ∙ min-1 ≙ 40 cm ∙ sec-1 (@ 70 °C)
          (5 ml ∙ min-1)
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Gas saver: ON (15 ml ∙ min-1 after 6 min)
Vacuum compensation: ON
Carrier gas Helium 5.0
Oven settings temperature program
Initial temperature: 70 °C
Initial time: 1 min
Ramp 1: 5 °C ∙ min-1
Final temperature 1: 325 °C
Final time 1: 7 min
Acquisition time: 59 min
Transfer line temperature: 275 °C
Ion source: Electron Ionization (EI)
Ionization energy: 70 eV
Ion source temperature: 220 °C
Analyser / detector: Quadrupole / ETP Electron Multiplier
Type of acquisition: Full scan
Acquisition rate / scan time: 2.5 scans ∙ sec-1 / 0.4 sec
Mass range: 40...460 u
Start acquiring after eluting solvent: 5.15 min
Aquisition software: Xcalibur 2.0.7 (Thermo Scientific)
A.2.1 DSQII_EI_29min
Änderungen zu Abschn. A.2:
Oven settings temperature program
Initial temperature: 70 °C
Initial time: 1 min
Ramp 1: 10 °C ∙ min-1
Final temperature 1: 325 °C
Final time 1: 2.5 min
Acquisition time: 30 min
Acquisition rate / scan time: 4 scans ∙ sec-1 / 0.25 sec
Start acquiring after eluting solvent: 4.00 min
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A.3 DSQII_PCI_59min
Instrument TRACE DSQ II GC/MS (Thermo Scientific)
Autosampler AS 3000 II (Thermo Scientific)
Injector PTV (programmed temperature vaporizer)
Liner (packed with quarzwool):
          ID x OD x lenght:
Thermo GC Injection Port Liner
          (2 x 2.75 x 120) mm
Initial temperature / evaporation time: 70 °C / 0.2 min
Transfer ramp: 14 °C ∙ s-1
Final temperature / final time: 280 °C / 5 min
Clean rate / clean temperature / clean time: 14 °C ∙ s-1 / 330 °C / 10 min
Injector mode: split
Split ratio: 1 : 25
Sample volume: 1 µl
Syringe:
          Volume (gauge/lenght/point style):
Thermo syringe
          5 µl (26/50/Cone)
Column (fused silica):
          Length, ID, film thickness:
          Temperature range
(isothermal limit/temperature program limit):
          Stationary phase:
Agilent® J&W Scientific DB-5MS
          30 m, 0.25 mm, 0.25 µm
          -60 ... 330/350 °C
          low polarity phase
          5% diphenyl / 95% dimethylpolysiloxane
Column flow regulation: DPFC (Digital Pressure and Flow Control)
Gas flowcolumn / Linear velocity (temperature)
          (septum purge flow - fixed)
1.2 ml ∙ min-1 ≙ 40 cm ∙ sec-1 (@ 70 °C)
          (5 ml ∙ min-1)
Gas saver: ON (15 ml ∙ min-1 after 6 min)
Vacuum compensation: ON
Carrier gas Helium 5.0
Oven settings temperature program
Initial temperature: 70 °C
Initial time: 1 min
Ramp 1: 5 °C ∙ min-1
Final temperature 1: 325 °C
Final time 1: 7 min
Acquisition time: 59 min
Transfer line temperature: 275 °C
Ion source positive Chemical Ionization (CI)
Ionization energy: 120 eV
Ion source temperature: 200 °C
Reagent gas: Methane
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Calibration masses: m/z 218.986, m/z 413.978, m/z 501.971
Automatic tune – prefilter settings: 219 / 219 / 414
Reagent gas flow: 1.6 ml ∙ min-1
Analyser / detector Quadrupole / ETP Electron Multiplier
Type of acquisition: Full scan
Acquisition rate / scan time: 4 scans ∙ sec-1 / 0.25 sec
Mass range: 100...700 u
Start acquiring after eluting solvent: 5.15 min
Measurement software: Xcalibur 2.0.7 (Thermo Scientific)
A.4 micrOTOF-QII_APCI_29min_split_lowmass
Instrument: Bruker micrOTOF-QII, Agilent 7890A GC
Autosampler: CTC GC PAL System
Injector: Gerstel PTV (programmed temperature vaporizer)
Autosampler control software: Bruker Daltonik, Compass HyStar, Version 3.2
Autosampler method: GC1
Liner (packed with silanized glass wool):
          ID x OD x lenght:
Gerstel CIS 4 glass liner (baffled, deactivated)
          (2 x 3 x 71) mm
Initial temperature / evaporation time: 70 °C / 0.1 min
Transfer ramp: 12 °C ∙ s-1
Final temperature / final time: 325 °C / 5 min
Injector mode: split
Split ratio: 1 : 10 / 1 : 21 / 1 : 40 / 1 : 50
Sample volume: 1 µl
Syringe:
          Volume (gauge/point style):
Hamilton 701 CTC GC PAL syringe
          10 µl (26s/AS)
Column (fused silica):
          Length, ID, film thickness:
          Temperature range
(isothermal limit/temperature program limit):
          Stationary phase:
column extension (glass press-fit connection):
Phenomenex® Zebron ZB-5MS + 5 m Guardian 
(guard column)
          35 m, 0.25 mm, 0.25 µm
          -60 ... 325/350 °C
          low polarity phase
          5% diphenyl / 95% dimethylpolysiloxane
50 cm guard column
Column flow regulation: EPC (Electronic Pneumatic Control) – constant flow
Gas flowcolumn / Linear velocity (temperature)
          (septum purge flow)
1.2 ml ∙ min-1 ≙ 40 cm ∙ sec-1 (@ 70 °C)
          (3 ml ∙ min-1)
Gas saver: ON (100 ml ∙ min-1 after 0.75 min)
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Vacuum compensation: ON
Carrier gas Helium 5.0
Oven settings temperature program
Initial temperature: 70 °C
Initial time: 1 min
Ramp 1: 10 °C ∙ min-1
Final temperature 1: 325 °C
Final time 1: 2.5 min
Acquisition time: 29 min
Transfer line temperature: 300 °C
Ion source: Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI)
End Plate Offset: -500 V
Capillary: 1000 V
Corona: 3000 nA
Nebulizer: 4 bar
Dry Gas: 2 L ∙ min-1
Dry Temp: 250 °C
Vaporizer Temp: 450 °C
Transfer – Funnel 1 RF 200 Vpp
Transfer – Funnel 2 RF 200 Vpp
Transfer – ISCID Energy: 0 eV
Transfer – Hexapole RF 150 Vpp
Analyser / detector: Quadrupol - Time Of Flight / MCP (microchannel  
plates)
Quadrupol – Ion energy: 5 eV
Quadrupol – Low Mass: m/z 100
Collision Cell – Collision Energy: 7 eV
Collision Cell – Collision RF: 140 Vpp
Collision Cell – Transfer Time: 80 µs
Collision Cell – Pre Puls Storage: 5 µs
Ion Polarity: positive
Mass range: m/z 100...1550
Spectra Rate: 0.4 Hz
Start acquiring after eluting solvent: 0 min
Measurement software: Compass HyStar 3.2 (Bruker Daltonik)
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A.4.1 micrOTOF-QII_APCI_59min_split_lowmass
Änderungen zu Abschn. A.4:
Oven settings temperature program
Initial temperature: 70 °C
Initial time: 1 min
Ramp 1: 5 °C ∙ min-1
Final temperature 1: 325 °C
Final time 1: 7 min
Acquisition time: 59 min
A.4.2 micrOTOF-QII_APCI_29min_splitless_lowmass
Änderungen zu Abschn. A.4:
Injector mode: splitless
Purge time: 0.75 min
Purge flow: 100 ml ∙ min-1
A.4.3 micrOTOF-QII_APCI_59min_splitless_lowmass
Änderungen zu Abschn. A.4:
Injector mode: splitless
Purge time: 0.75 min
Purge flow: 100 ml ∙ min-1
Oven settings temperature program
Initial temperature: 70 °C
Initial time: 1 min
Ramp 1: 5 °C ∙ min-1
Final temperature 1: 325 °C
Final time 1: 7 min
Acquisition time: 59 min
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B Metabolomanalyse von Pseudomonas putida
Bei der Kultivierung wurde als Kohlenstoffquelle Glukose und als Stickstoffquelle 
Ammoniumchlorid verwendet.
Aminosäuren &
Derivate
Organische Säuren Zucker & Derivate Sonstige
5-Oxoprolin 2-Aminoadipat 2-Keto-3-deoxygluconat 1-Mono-palmitoylglycerol
Alanin 2-Aminobutanoat 2-Ketoglukonat 1,3-Diaminopropan
Alanyl-Alanin 2-Hydroxybutanoat Erythrose-4-phosphat Adenin
Arginin* 2-Hydroxyglutarat Fruktose Adenosin
Aspartat 2-Ketoglutarat Fruktose-1,6-bisphosphat AMP
Cystein 2,4-Diaminobutanoat Fruktose-6-phosphat Citrullin
Glutamat 3-Hydroxybutanoat Galaktose Cytosin
Glutamin 3-Phosphoglycerat Glukose Diethanolamin
Glycin 4-Aminobutanoat Glukose-6-phosphat Ethanolamin-phosphat
Homocystein 5-Aminovalerat Glycerol Glyceraldehyd
Homoserin Citrat Maltose Glyceraldehyd-3-phosphat
Isoleucin DHAP Mannitol Glycerol-3-phosphat
Leucin Fumarat Mannose Heptadecanoat
Lysin Glukonat Rhamnose Heptadecenoat
Methionin Glutarat Ribose Hexadecanoat
N-Acetylglutamat Glycerat Ribose-5-phosphat Hexadecenoat
N-Acetylglutamin Lactat Ribulose-5-phosphat Hypoxanthin
Ornithin Malat Trehalose Octadecanoat
Phenylalanin Nicotinamid Trisaccharid Octadecenoat
Prolin Nicotinat Xylulose-5-phosphat Phosphat
Pyroglutamat Pantothenat Putrescine
Serin Phosphoenolpyruvat Pyrophosphat
Threonin Pyruvat Spermidin
Tryptophan Quinat Thymin
Tyrosin Saccharopin UMP
Valin Succinat Uracil
β-Alanin Urat Uridin
Xanthin
* indirekter Nachweis über Spaltprodukte (Ornithin und Carbodiimid)
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C Phänotypische MicroArray – Analyse
C.1 Kohlenstoffquellen (PM1)
Position / Kohlenstoffquelle Position / Kohlenstoffquelle Position / Kohlenstoffquelle
A04 Zuckersäure C05 Tween20 F08 Schleimsäure
A05 Bernsteinsäure C07 D-Fruktose F09 Glykolsäure
A07 L-Asparaginsäure C08 Essigsäure F12 Inosin
A08 L-Prolin C09 α-D-Glucose G03 L-Serine
A09 D-Alanin C12 Uridin G 04 L-Threonin
A11 D-Mannose D01 L-Asparagin G05 L-Alanin
B03 Glycerol D05 Tween40 G06 L-Alanyl-Glycin
B05 D-Glucoronsäure D06 α-Ketoglutarsäure G12 L-Äpfelsäure
B06 D-Gluconsäure E01 L-Glutamin H08 Brenztraubensäure
B12 L-Glutaminsäure F02 Zitronensäure H10 Galakturonsäure
B9 L-Milchsäure F04 L-Threonin H11 Phenylethylamin
C03 D,L-Äpfelsäure F05 Fumarsäure H12 2-Aminoethanol
C04 D-Ribose F07 Propionsäure
Kinetische Plots von 2 gemittelten PM1-Platten (P. putida KT2440) nach 72 h und Abzug 
der Negativkontrolle (A1-Zero).
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C.2 Kohlenstoffquellen (PM2A)
Position / Kohlenstoffquelle Position / Kohlenstoffquelle Position / Kohlenstoffquelle
D10 γ-Aminobuttersäure F06 Chinasäure G10 L-Leucin
D11 5-Aminovalerinsäure F07 D-Ribono-1,4-Lacton G11 L-Lysin
D12 Buttersäure F09 Sorbinsäure H01 L-Ornithin
E01 Caprinsäure F10 Succinamidsäure H02 L-Phenylalanin
E02 Capronsäure G04 L-Arginin H03 L-Pyroglutaminsäure
E07 4-Hydroxybenzoesäure G06 L-Histidin H04 L-Valin
E08 β-Hydroxybuttersäure G07 L-Homoserin H05 D,L-Carnitin
E09 γ-Hydroxybuttersäure G08 4-Hydroxy-L-Prolin (trans) H08 Putrescin
E10 α-Ketovalerinsäure G09 L-Isoleucin
D Metabolische Zeitreihenstudie
Semiquantitative  Peakflächen  (Mittelwerte, x ,  n=6,  biologische  Replikate)  und 
ermittelte Standardfehler sx .
Kinetische Plots von 2 gemittelten PM2A-Platten (P. putida KT2440) nach 72 h und Abzug 
der Negativkontrolle (A1-Zero).
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Metabolit
1-O-Methyl-Galaktopyranosid 22872.06 1077.25 23279.99 373.64 16477.84 1083.62 12543.84 9504.02 9160.64 279.76 6635.04 346.78
1,3-Diaminopropan 6110.22 556.35 8707.44 430.31 12583.42 558.62 13612.16 3554.80 15054.09 526.69 12131.29 604.35
2-Aminobutanoat 12176.45 1699.19 8055.94 456.14 10155.09 904.35 10013.27 3288.82 7992.66 537.19 1085.97 68.84
2-Hydroxybutanoat 126259.30 9547.89 150126.36 6845.43 156614.19 11600.68 157310.44 61288.83 129579.59 10765.23 164566.66 10445.19
2-Keto-3-deoxygluconat 21284.69 759.13 21926.75 1292.29 20369.88 1699.34 16436.01 8951.56 12729.41 1091.96 13684.08 571.77
2-Ketoglukonat 5418.82 656.60 1591.69 163.61 928.81 198.21 1.00 649.80 1.00 0.00 1.00 0.00
2-Ketoglutarat 19571.35 3006.80 21549.44 1873.12 16443.27 1567.23 15246.41 8797.52 14135.54 2003.68 8266.00 1504.03
2,4-Diaminobutanoat 1433.56 233.24 4592.29 646.77 6889.16 739.80 5499.61 1874.79 908.22 186.16 506.37 0.00
3-Hydroxybutanoat 908.86 92.15 842.88 111.57 795.02 146.85 656.64 344.10 644.80 93.88 972.03 115.93
3-Hydroxydecanoat 9358.75 643.87 11923.86 744.61 10262.37 875.78 8377.53 4867.89 8220.78 453.16 6134.76 585.05
3-Phosphoglycerat 11540.96 933.63 21562.50 916.06 17483.77 1127.68 12910.04 8802.85 16205.08 719.35 11556.48 1111.45
4-Aminobutanoat 24736.92 2219.66 30353.19 1446.83 27825.61 1388.78 23220.88 12391.64 20377.43 1210.10 7656.31 700.15
5-Aminovalerat 64594.23 3257.04 17799.15 779.59 15419.70 958.94 14718.42 7266.47 12968.59 1638.39 30100.06 4125.48
Alanin 1088111.51 39795.27 1231682.26 24447.95 971737.42 16519.65 645906.71 502832.18 643743.26 46981.35 181972.65 12618.29
AMP 28209.93 6468.55 63283.82 7786.67 58423.64 12210.32 79667.16 25835.51 61810.46 6319.26 32370.88 4944.18
Aspartat 421990.36 41197.71 550014.00 23985.35 601222.68 27387.69 473162.07 224542.27 481502.90 34645.36 126055.60 8532.23
Benzoat 7417.82 791.89 8612.45 820.73 7430.63 1348.16 10837.45 3516.02 5416.50 604.96 5756.65 1026.71
Beta-Alanin 141352.57 3687.11 139074.92 11543.78 172989.83 5455.40 129031.01 56777.10 116003.78 8646.05 41652.66 2318.10
Citrat 38660.08 2996.19 83819.64 9477.25 31283.35 3073.13 23376.24 34219.23 19349.50 976.20 9294.57 1306.48
Cystein 3931.03 643.47 5253.00 497.51 4278.74 290.18 3047.39 2144.53 4233.45 347.89 3728.40 380.47
Cytosin 11106.24 635.03 8554.57 575.76 3489.27 143.70 2711.51 3492.39 1600.43 62.35 357.41 194.41
DHAP 1068.50 57.70 632.03 106.69 245.26 28.45 1.00 258.02 1.00 0.00 1.00 0.00
Diethanolamin 20521.32 251.30 136825.13 22901.93 164659.51 16239.40 156338.93 55858.62 190324.33 27436.68 83218.29 11472.99
Disaccharid1_2729,34 35951.36 3354.56 39096.63 4298.53 64497.88 5127.25 51599.83 15961.13 51008.47 2879.13 24211.77 4425.81
Disaccharid2_2662,88 2584.09 710.06 3127.81 330.77 3693.53 630.51 3428.71 1276.92 3061.18 496.23 2911.56 826.04
Erythrose-4-phosphat 2642.94 196.94 2803.19 421.00 1968.13 192.63 1255.69 1144.40 1.00 0.00 1.00 0.00
Ethanolaminephosphat 4104.86 732.87 11976.75 808.40 11402.86 1629.60 10064.72 4889.49 8094.06 1730.91 8465.99 1800.56
Fruktose-1,6-diphosphat 102930.74 14731.49 132593.01 27451.09 18527.46 3140.32 5556.09 54130.87 834.85 39.48 1031.26 99.19
Fruktose-6-phosphat 11646.60 385.98 11350.70 2019.39 5138.23 239.41 3357.13 4633.90 2201.00 203.05 632.09 163.49
Fumarat 16347.44 1807.06 18608.33 1199.99 14568.98 1124.63 12255.70 7596.82 11064.13 626.37 5115.46 462.39
Glukonat 16104.09 786.81 5964.99 641.46 5737.90 697.18 5256.41 2435.20 2787.64 487.00 2721.77 298.84
Galaktose 126832.21 39960.17 49962.75 3962.77 45120.77 8864.84 92414.93 20397.21 32279.70 12185.17 12514.79 1077.62
Glukoheptonat-1,4-lacton 7251.30 816.28 6688.14 350.69 3641.75 567.25 3374.53 2730.42 3876.90 466.11 3089.63 572.69
Glukose 187309.13 15896.00 219747.48 19825.58 199828.03 25227.65 203009.21 89711.53 152105.64 16440.83 109935.27 13117.60
Glukose-6-phosphat 79542.53 3622.72 99682.64 9350.45 63647.72 3427.09 43427.41 40695.27 26713.66 893.89 7262.68 653.36
Glutamat 11991012.90 555044.23 9997388.65 263695.83 8130680.76 223783.58 5800688.60 4081416.83 5126541.15 231899.11 1112576.90 77788.05
Glyceraldehyd 1419.82 244.51 1412.64 74.02 1489.94 210.01 1212.62 576.71 2155.80 160.99 2183.40 228.14
Glycerol 31088.50 3494.62 37982.12 3944.15 29889.87 3328.81 29585.74 15506.14 20492.35 2668.17 13035.19 2613.77
Glycerol-3-phosphat 48233.45 1374.43 58189.45 3843.97 47048.85 2211.25 31920.27 23755.75 22018.64 1547.73 10226.36 888.17
 (4h) S  (4h)  (6h) S  (6h)  (7h) S  (7h)  (8h) S  (8h)  (10h) S  (10h)  (12h) S  (12h)
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Metabolit
Glycin 163864.90 5195.70 207827.28 16476.82 264472.10 10872.99 258474.98 84845.13 188795.49 9716.91 78834.21 5389.06
Hexadecanoat 32294.79 3592.25 89925.38 8440.26 66525.81 8971.79 82907.75 36711.88 69412.83 11964.71 72454.60 18845.97
Hexadecenoat 9780.69 1701.74 37860.43 4856.20 24772.05 5615.05 30363.93 15456.46 20108.27 4966.89 18409.48 5976.35
Homoserin 6990.78 408.96 8547.04 719.67 9444.80 438.63 8625.42 3489.31 3873.99 527.75 2443.87 568.75
Isoleucin 69973.63 3601.42 126866.55 4362.86 155853.04 4642.82 130283.75 51793.05 127611.74 5082.92 68760.75 1031.09
Lactat 386276.74 23506.38 635753.43 27628.16 373967.68 38076.37 281466.62 259545.25 178346.05 24415.15 50176.98 7099.99
Leucin 428451.68 13860.19 395599.60 10056.53 401199.29 10205.18 306063.16 161502.86 323191.55 7162.76 257760.52 6145.53
Lysin 105773.17 15065.43 119432.76 11125.65 119021.22 15674.38 96316.36 48758.22 92977.71 2592.31 61409.83 6521.72
Malat 17820.82 1507.04 20674.86 778.21 15808.60 888.37 12766.04 8440.47 9654.15 396.80 4349.83 434.41
Malat-1-Methylester 23917.25 2391.71 23608.45 1801.65 26383.39 1672.49 24957.95 9638.11 24348.36 1027.87 9267.19 945.81
Maltose 1917.99 587.01 1637.56 283.12 5137.34 1203.77 10457.87 668.53 13167.68 984.14 12680.70 1418.21
Mannitol 68578.05 3425.81 68676.14 3725.12 38899.17 1480.31 21968.55 28036.92 10077.14 703.49 4497.00 176.31
N-Acetylglutamat 80499.81 4939.57 53127.05 3410.23 35198.30 2303.91 22078.25 21689.03 17614.71 1338.69 3639.92 1194.29
Nicotinamid 38263.27 1645.24 42612.54 3499.46 57081.94 5138.22 50920.66 17396.49 53099.28 2252.56 39158.47 4715.98
Octadecanoat 9516.10 348.25 11645.58 319.37 10137.27 694.70 10438.54 4754.29 12324.15 347.65 8188.71 547.16
Octadecenoat 8263.43 1481.33 29334.21 3122.08 18092.21 3136.41 19678.71 11975.64 16128.68 3482.11 16662.31 4445.73
Ornithin 12961.47 2068.00 45788.21 5013.36 91222.19 6600.00 82209.77 18692.96 39471.72 2792.85 11111.26 2052.48
Oxamat 23353.81 6771.36 22083.46 7260.40 12708.01 6007.32 8527.59 9015.54 15235.47 6025.63 7388.65 3256.15
Pantothenat 1971.36 200.74 1944.06 365.13 2296.04 440.93 2119.12 793.66 3780.35 789.52 11908.62 1197.28
Phenylalanin 8204.77 862.38 8074.17 880.20 9214.89 1043.39 7348.89 3296.27 5310.37 746.20 9132.00 524.53
Phosphat 5284535.16 179619.74 7836719.96 326679.47 7324414.36 246693.78 6506080.15 3199327.53 5728150.00 265051.03 4312244.97 172280.51
Phosphatmonomethylester 57491.42 3762.78 60128.18 2094.85 57150.42 1494.90 46447.94 24547.23 42150.87 2883.15 37276.51 2963.07
Phosphoenolpyruvat 1392.20 248.46 2951.71 296.33 4222.14 1019.18 3276.30 1205.03 8143.25 1353.07 4164.67 539.89
Pipecolat 6745.22 213.78 25949.58 1731.00 57692.42 2041.91 82164.91 10593.87 126648.68 7245.53 124076.49 6936.12
Prolin 113499.46 4892.40 174661.93 16129.31 177874.60 4814.67 120156.86 71305.43 107289.36 6154.16 92155.71 5323.11
Putrescin 2673165.26 252690.15 2669408.72 147200.03 2362741.53 135785.26 2082104.37 1089781.54 1736737.08 76219.40 1223380.18 108179.85
Pyroglutamat 1842951.27 219345.53 1346609.19 162780.23 976845.96 117717.71 983341.52 549750.90 614507.15 49671.43 449966.52 112816.78
Pyruvat 15520.97 2101.51 18390.76 2131.29 17758.56 1501.69 19530.63 7507.99 18074.86 3029.20 14009.60 1797.41
Quinat 335.79 20.32 701.66 91.76 2248.81 444.59 1002.00 286.45 1792.79 276.07 154.06 15.07
Ribose 7058.28 151.73 4416.54 363.61 3014.97 563.93 3639.77 1803.05 3342.01 398.15 4800.96 292.20
Ribose-5-phosphat 42961.11 1981.28 34752.43 2195.80 22591.94 536.66 16141.70 14187.62 14025.53 1062.32 8503.62 919.87
Saccharopin 1869.21 254.19 2770.33 289.75 4201.38 780.73 4290.01 1130.98 2356.00 414.94 269.70 28.91
Serin 40900.54 4736.93 56397.24 3760.60 76354.33 3268.21 67805.02 23024.08 72170.31 3114.41 40416.05 1919.47
Succinat 89018.05 3398.44 89451.83 2459.54 86784.60 2652.26 68835.16 36518.56 62499.60 3796.71 32575.11 1648.32
Threonin 91574.87 4557.27 92790.56 2427.61 90105.04 4016.02 51914.44 37881.59 80503.99 3789.47 27197.15 1950.96
Trehalose 950150.00 53393.54 510319.53 34828.43 3222552.64 199706.45 4784643.77 208337.07 7454411.40 234941.85 16621767.27 622506.41
Tryptophan 12759.79 1086.48 16605.70 1124.69 12507.89 1145.44 7475.57 6779.25 6208.40 573.58 2841.95 476.94
Tyrosin 15539.23 1635.78 17811.59 1620.28 19066.17 2720.20 12061.27 7271.55 15095.25 779.81 11283.44 262.15
UMP 27792.84 9208.51 58924.43 8711.24 48049.86 5965.90 22685.03 24055.80 28757.14 2843.33 16550.38 2567.81
 (4h) S  (4h)  (6h) S  (6h)  (7h) S  (7h)  (8h) S  (8h)  (10h) S  (10h)  (12h) S  (12h)
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Weitere identifizierte Metabolite (nicht quantifizierbar):
1,2-Propandiol Hypoxanthin Spermidin
Adenin Methionin Succinat-methylester
Adenosin Oxamidsäure Thymin
Glutamin Pyrophosphat Tyrosin
Glutarat Ribulose-5-phosphat Uracil
Metabolit
Unknown-bth-pae-013 5546.24 356.75 8862.75 550.83 8054.39 551.74 7584.36 3618.20 5427.94 674.94 8518.53 618.69
Unknown-bth-pae-039 19413.33 6111.06 9742.82 2943.65 9811.67 1016.48 10587.48 3977.49 13827.15 2800.18 10562.00 1845.20
Unknown-cja-ppu-001 14488.64 1404.90 15725.13 867.44 7853.25 972.18 4423.91 6419.76 3065.47 326.01 307.65 110.88
Unknown-cja-ppu-002 58546.25 9104.18 74097.53 2502.53 81220.34 7957.16 77977.61 30250.19 63421.22 7414.00 53574.66 4973.49
Unknown-cja-ppu-003 21965.77 2074.75 39208.42 2810.08 43999.17 2114.92 41001.38 16006.77 28258.56 800.43 17416.13 1495.91
Unknown-cja-ppu-004 1306.48 248.44 1613.76 256.20 1541.16 138.00 1199.77 658.82 1125.15 76.75 542.78 192.64
Unknown-cja-ppu-005 21110.36 1927.01 27320.66 2143.43 19960.52 2824.28 18895.86 11153.61 16674.70 1168.90 61758.02 6921.15
Unknown-cja-ppu-006 8699.13 477.10 10351.60 778.98 7931.54 685.28 4194.30 4226.02 3070.27 459.28 10871.71 465.68
Unknown-cja-ppu-007 78605.36 20299.49 35219.92 4542.84 29232.70 3915.12 27371.32 14378.47 22305.59 2510.81 30589.10 8554.32
Unknown-cja-ppu-008 25369.41 2985.00 27776.53 3222.44 23795.50 1530.02 24298.19 11339.72 24306.91 2078.76 32881.01 1026.20
Unknown-cja-ppu-009 44103.48 3875.19 50865.64 6414.58 45624.20 3852.92 34244.61 20765.81 27589.65 2187.31 11343.83 1663.01
Unknown-sst-cgl-046 5497.12 441.59 9438.02 717.87 6973.52 1004.70 6696.41 3853.06 5266.58 745.28 6007.49 680.90
Unknown-sst-cgl-094 4634.98 322.08 6631.86 556.16 5211.70 433.93 3668.99 2707.45 2119.62 382.17 3651.22 531.92
Unknown-sst-cgl-117 25873.63 3529.86 29404.87 3938.38 14787.54 1061.70 14357.69 12004.49 11666.68 1041.05 2999.72 502.29
Unknown-sst-cgl-119 66622.08 5017.45 60665.10 10463.32 29680.52 1541.86 19975.62 24766.42 20018.47 389.21 10535.08 1055.55
Unknown-sst-cgl-121 194625.98 8431.68 268487.94 11017.78 441516.02 16801.78 359310.58 109609.74 326393.49 9946.07 186526.95 8397.26
Unknown-sst-cgl-122 76299.19 5489.65 106411.68 6596.63 170704.03 9037.11 142206.31 43442.39 141835.03 5903.93 85796.31 6126.28
Uridin 5995.83 932.21 4626.30 976.06 2327.39 495.02 2314.23 1888.68 986.77 385.68 1223.50 361.15
Valin 1703081.17 43594.26 1181809.41 53423.44 824878.67 19568.14 545599.44 482471.67 504540.13 13003.99 470522.68 8881.64
Xanthin 6110.30 532.77 13611.36 3463.81 16238.42 409.06 2205.72 5556.81 1.00 0.00 1.00 0.00
Xylulose-5-phosphat 893.70 89.02 1169.88 128.13 770.24 100.96 1032.46 477.60 829.07 177.55 1.00 0.00
 (4h) S  (4h)  (6h) S  (6h)  (7h) S  (7h)  (8h) S  (8h)  (10h) S  (10h)  (12h) S  (12h)
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E Vergleich von metabolischen Profilen von  P. putida bei  Wachstum auf unterschiedlichen  
Kohlenstoffquellen
Semiquantitative Peakflächen (Mittelwerte, x , n=6, biologische Replikate), ermittelte Standardfehler  sx und Verhältnisse Im Vergleich zu der 
Referenzbedingung (Glukose-Kultivierung).
Metabolit
Faktor Faktor
1-O-Methyl-Glukopyranosid 7817,18 214,42 9502,13 247,54 1,22 9530,02 490,57 1,22
1,3-Diaminopropan 3544,11 334,58 4152,22 415,40 1,17 4702,17 225,52 1,33
2-Aminoadipat 557,89 148,76 8934,66 768,43 16,02 3207,91 697,04 5,75
2-Aminobutanoat 2203,63 230,13 8857,75 300,84 4,02 3559,79 755,33 1,62
2-Hydroxyglutarat 5287,86 735,97 2316,37 518,60 0,44 3039,69 174,98 0,57
2-Hydroxypyridin 6782,50 886,96 15911,07 2030,68 2,35 17452,70 1107,53 2,57
2-Keto-3-deoxyglukonat 11334,73 510,28 10463,84 227,69 0,92 11617,60 471,46 1,02
2-Ketobutanoat 1605,47 380,37 2260,36 584,15 1,41 4256,78 1143,97 2,65
2-Ketoglutarat 11336,93 852,63 7625,91 1155,86 0,67 12139,19 1337,25 1,07
2,6-Diaminopimelat 985,47 214,22 6336,68 1018,78 6,43 1,00 0,00 0,00
3-Hydroxybutanoat 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 2983,97 461,17 0,00
4-Aminobutanoat 13564,57 744,23 8106,54 377,84 0,60 21692,63 1635,02 1,60
5-Aminovalerat 14223,53 856,89 156480,08 5993,23 11,00 64709,91 2461,49 4,55
Adenin 4435,03 405,34 3813,73 143,88 0,86 3575,21 518,60 0,81
Alanin 577606,19 13524,81 330328,64 6672,24 0,57 395315,66 19223,02 0,68
AMP 66880,53 2882,40 93752,77 2464,47 1,40 80515,55 3456,07 1,20
Aspartat 215479,17 17415,90 419126,59 25904,21 1,95 171729,33 11947,61 0,80
Benzoat 2660,37 244,72 3691,39 757,31 1,39 10138,13 969,91 3,81
beta-Alanin 111559,71 6269,91 155373,74 3102,68 1,39 110636,25 6626,19 0,99
Citrat 15855,28 904,70 5193,68 909,35 0,33 9515,24 856,89 0,60
Cystein 2681,40 520,28 3294,70 476,38 1,23 4272,71 630,72 1,59
Cytosin 2174,23 246,90 1138,81 274,39 0,52 1,00 0,00 0,00
DHAP 1042,62 178,18 124,62 4,22 0,12 1,00 0,00 0,00
 (Glc) S  (Glc)  (Suc) S   (Suc)  (Benz) S   (Benz)(Suc vs. Glc) (Benz vs. Glc) 
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Metabolit
Faktor Faktor
Diethanolamin 48107,91 5358,23 51412,13 8976,46 1,07 39893,33 3997,59 0,83
Disaccharid1_2662,88 1134,05 348,24 1899,13 477,93 1,67 991,09 231,74 0,87
Ethanolaminephosphat 5858,80 1339,87 9984,58 3807,55 1,70 4979,10 640,56 0,85
Fruktose-6-phosphat 2833,84 415,23 880,96 106,94 0,31 651,54 35,76 0,23
Fumarat 5280,77 100,51 5249,10 488,52 0,99 15254,69 2185,59 2,89
Glukoheptonat-1,4-lacton 11640,39 575,97 4287,61 379,44 0,37 4653,30 648,38 0,40
Glukonat 1424,24 136,28 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00
Glukose 8971,40 1170,81 18296,79 1431,68 2,04 8365,61 1605,70 0,93
Glukose-6-phosphat 34157,81 3019,72 20543,16 1191,80 0,60 19495,98 2484,45 0,57
Glutamat 3922813,63 145407,68 5362733,54 134685,00 1,37 5178859,22 317318,54 1,32
Glutamin 155061,59 13848,05 188503,83 15909,22 1,22 84428,64 14145,39 0,54
Glutarat 164,90 60,93 2198,71 213,21 13,33 316,87 61,93 1,92
Glyceraldehyd 2000,27 170,71 3635,82 281,02 1,82 4039,64 371,22 2,02
Glycerin 13750,59 2412,96 17341,20 2497,35 1,26 19797,78 2812,96 1,44
Glycerol-3-phosphat 23202,41 1024,84 16479,39 1043,22 0,71 25520,04 849,03 1,10
Glycin 144379,90 7348,25 206037,72 6242,88 1,43 206943,91 8991,33 1,43
Hexadecanoat 12173,28 2628,60 17325,69 2515,75 1,42 9526,03 3230,57 0,78
Hexadecenoat 3528,25 981,22 4347,00 919,06 1,23 2423,81 537,57 0,69
Hypoxanthin 5779,95 572,60 3446,93 328,75 0,60 3175,62 559,28 0,55
Isoleucin 54330,49 4774,46 58969,44 5505,46 1,09 68743,31 5291,53 1,27
Lactat 258058,40 12881,62 95335,99 1386,35 0,37 249409,69 16425,42 0,97
Leucin 171349,81 10812,13 117879,92 6453,57 0,69 297175,63 13136,55 1,73
Lysin 64656,41 1802,08 157280,45 8209,48 2,43 57177,06 2509,90 0,88
Malat 4566,51 339,70 2207,05 174,11 0,48 5984,28 588,48 1,31
Maltose 7425,70 690,37 553,13 96,45 0,07 673,15 89,93 0,09
Mannitol 21830,47 1381,85 545417,22 57789,17 24,98 2545,59 336,26 0,12
Methionin 13846,78 894,11 19240,93 344,59 1,39 23371,40 1814,81 1,69
N-Acetylglutamat 17038,97 843,54 22190,31 1416,43 1,30 6197,19 533,53 0,36
Nicotinamid 8399,08 631,88 15262,07 1101,39 1,82 16741,82 1115,21 1,99
Octadecanoat 4154,20 417,30 5819,11 859,27 1,40 4198,09 771,46 1,01
Octadecenoat 3395,53 894,48 4833,77 1010,87 1,42 3828,93 837,40 1,13
Ornithin 16564,00 1766,05 35197,60 1597,92 2,12 11732,04 583,03 0,71
Pantothenat 796,89 49,47 171,52 24,82 0,22 419,19 84,19 0,53
Phosphat 699061,65 33434,90 814169,44 48756,37 1,16 663582,58 33147,85 0,95
 (Glc) S  (Glc)  (Suc) S   (Suc)  (Benz) S   (Benz)(Suc vs. Glc) (Benz vs. Glc) 
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Metabolit
Faktor Faktor
Phosphatmonomethylester 3094,53 223,41 3221,49 270,32 1,04 5128,94 700,66 1,66
Phosphoenolpyruvat 226,99 37,29 848,22 155,75 3,74 540,51 93,11 2,38
Prolin 61882,99 4866,43 61247,97 2950,81 0,99 96802,79 5173,64 1,56
Putrescin 1415146,77 74732,72 1198658,84 61820,98 0,85 1048776,49 36316,93 0,74
Pyroglutamat 260637,01 20323,35 402930,26 54727,47 1,55 395438,45 50893,48 1,52
Pyrophosphat 7330,78 782,81 3391,31 554,94 0,46 1212,00 247,80 0,17
Pyruvat 9485,85 1320,17 3568,82 356,28 0,38 15204,58 2268,97 1,60
Ribose 661,68 129,11 710,23 80,34 1,07 366,32 45,66 0,55
Saccharopin 4779,34 304,73 2608,14 354,66 0,55 2218,12 499,29 0,46
Serin 30408,38 3435,00 91263,56 4106,52 3,00 56687,50 2048,52 1,86
Spermidin 3654,40 306,01 3865,01 372,11 1,06 1520,36 236,82 0,42
Succinat 43840,70 1499,69 36818,38 2926,45 0,84 99372,56 12542,04 2,27
Threonin 35733,08 1741,11 20665,26 1285,18 0,58 37023,71 1787,11 1,04
Thymin 1086,81 16,42 2224,09 24,43 2,05 2068,24 20,96 1,9
Trehalose 643226,72 18,08 13903968,71 5,83 21,62 14091771,19 3,43 21,91
Tryptophan 6404,16 10,55 5357,6 10,9 0,84 6816,97 19,84 1,06
Tyrosin 33431,92 5,1 39252,45 6,61 1,17 21785,15 7,73 0,65
UMP 26000,34 6,34 18608,71 10,62 0,72 21469,1 5,54 0,83
unknown-bth-pae-013 5622,44 11,11 5307,35 10,53 0,94 4079,63 10,37 0,73
unknown-bth-pae-047 10493,29 12,8 24372,72 6,15 2,32 3893,94 15,45 0,37
unknown-cja-ppu-001 4599,85 2,31 2527,43 11,74 0,55 1871,51 11,98 0,41
unknown-cja-ppu-003 12395,1 5,22 22663,88 8,87 1,83 18353,88 8,66 1,48
unknown-cja-ppu-007 12672,66 4,83 12241,65 3,87 0,97 14131,28 4,4 1,12
unknown-cja-ppu-008 11281,39 12,12 2755,81 24,1 0,24 1959,17 10,26 0,17
unknown-cja-ppu-009 20341,73 7,2 14553,35 5,11 0,72 9193,53 4,82 0,45
Unknown-cja-ppu-010 1946,04 17,96 1 0 0 34966,41 8,08 17,97
Unknown-sst-cgl-094 1672,3 12,18 560,12 13,27 0,33 366,76 10,9 0,22
Unknown-sst-cgl-119 16535,36 6,43 6615,92 9,54 0,4 4248,16 4,18 0,26
Unknown-sst-cgl-121 52803,19 10,41 107320,54 8,47 2,03 62007,7 6,61 1,17
Unknown-sst-cgl-122 6324,69 21,57 15377,43 26,28 2,43 17086,4 8,07 2,7
Unknown-sst-cgl-133 4881,66 10,84 15712,47 4,76 3,22 17882,78 15,65 3,66
Ureat 19031,66 12,23 23814,48 9,65 1,25 15784,4 13,82 0,83
Valin 416629,04 1,53 182580,67 3,34 0,44 274293,45 6,08 0,66
Xanthin 20389,29 6,99 10352,99 6,82 0,51 4831,19 10,17 0,24
Xylulose-5-phosphat 5103,16 7,75 741,89 14,19 0,15 475,13 17,92 0,09
 (Glc) S  (Glc)  (Suc) S   (Suc)  (Benz) S   (Benz)(Suc vs. Glc) (Benz vs. Glc) 
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F Untersuchung  der  metabolischen  Stressantwort  von  P. putida auf  Temperaturver-
änderungen
Semiquantitative Peakflächen (Mittelwerte, x , n=6, technische Replikate) und ermittelte Standardfehler sx .
Metabolit
1-O-Methyl-Glukopyranosid 9722,06 3750,00 4516,13 2044,19 8426,60 1714,62 6644,48 3085,88
1,3-Diaminopropan 8337,87 972,73 7447,65 621,22 3039,82 525,31 4078,72 594,10
1,6-Anhydroglukose 4089,28 668,56 3587,08 216,21 1823,21 316,32 2696,52 317,21
2-Isopropylmalat 8870,43 1083,38 101,53 65,07 95,84 24,36 281,49 71,00
2-Keto-3-deoxyglukonat 5354,60 877,79 5162,26 530,25 7728,62 1198,30 11937,83 1709,16
2-Ketoglutarat 14121,48 2194,86 5197,90 885,07 2588,20 571,46 3412,07 217,68
2-Methylcitrat 825,24 177,86 716,77 91,55 433,37 105,04 329,91 66,65
2,4-Diaminobutanoat 3337,03 1055,38 916,06 317,75 463,98 253,21 680,12 265,47
3-Hydroxybutanoat 984,73 157,85 532,74 127,16 182,32 34,99 357,64 118,95
3-Hydroxydecanoat 2525,76 420,27 2962,35 318,25 2289,97 792,71 3062,91 501,41
3-Phosphoglycerat 1237,59 191,22 844,45 98,58 1134,15 268,83 1326,64 143,03
4-Aminobutanoat 15112,38 1485,50 10968,81 815,22 10558,08 2094,15 11006,48 1694,53
5-Methylthioadenosin 4248,73 655,26 3138,42 600,36 6441,63 1582,85 6136,56 951,38
6-Phosphoglukonat 1144,82 239,39 1518,20 173,28 803,24 238,58 1156,08 274,12
Adenosin 3184,36 393,96 3263,30 509,66 7387,58 1431,77 8029,21 996,62
Alanin 281321,46 26968,07 147775,99 21124,48 89417,60 19893,33 56435,78 8767,01
AMP 58776,38 5584,89 70852,34 10160,88 156352,44 30273,24 156247,60 23712,71
Aspartat 155029,19 13558,51 124571,55 11121,62 120938,40 28064,01 59928,75 8269,30
beta-Alanin 24417,03 2195,08 19518,04 1617,74 60745,51 8804,32 86262,24 12627,54
Citrat 31625,68 4568,42 2732,03 428,23 1581,55 333,82 3082,14 405,14
D155405_1562.88 10709,91 1899,05 7437,52 1925,89 5007,62 1279,46 5265,78 1262,55
Disaccharid1_2665.45 1179,21 365,64 799,78 263,12 1290,22 184,27 1136,29 124,74
Erythrose-4-phosphat 1348,71 134,62 1192,63 426,86 1312,63 445,23 808,05 247,53
Ethanolamin 1132,20 528,50 5616,30 901,97 2864,24 927,66 9214,49 1037,45
Fruktose 9656,52 1373,77 6607,16 455,90 1965,78 430,48 2497,14 493,03
Fruktose-1,6-bisphosphat 20790,79 2103,10 17845,27 3256,54 3881,30 1278,46 4303,91 709,29
Fruktose-6-phosphat 90039,58 9781,00 45621,64 3243,06 5456,27 1199,82 4913,74 692,75
Fumarat 26168,13 2216,02 1965,17 254,76 2740,61 755,21 1796,50 509,89
Glukosamin-6-phosphat 27085,85 3788,17 14439,09 1851,18 4240,80 1151,12 3385,11 620,24
 (V1 10°C) S  (V1 10°C)  (V2 10°C) S  (V2 10°C)  (V1 30°C) S  (V1 30°C)  (V2 30°C) S  (V2 30°C)
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Metabolit
Glukose 71975,84 4747,88 52113,68 4379,69 33656,04 3789,54 44038,09 5786,45
Glukose-6-phosphat 407196,81 38459,34 327874,71 21051,07 99978,47 21249,24 85954,50 12627,87
Glutamat 1405448,54 125160,23 921829,81 60744,98 959207,80 46001,51 766250,73 91887,94
Glutamin 159381,81 44349,89 145895,56 9481,01 172829,93 62991,69 8728,51 4707,57
Glutarat 156,80 15,13 182,12 123,68 561,07 150,75 367,98 117,05
Glycerol 24900,42 5050,87 19528,93 1854,05 17839,23 3206,47 18343,96 2001,48
Glycerol-3-phosphat 36496,34 2842,69 44620,32 8090,59 32127,62 4895,30 30661,28 4473,68
Glycerophosphoglycerol 1607,71 427,45 3729,62 560,84 155,59 73,25 1258,10 274,98
Glycin 94355,16 5582,06 49344,61 4912,56 84665,56 16010,44 47023,58 5091,94
Heptadecanoat 1105,04 687,30 618,09 242,28 434,20 100,38 384,90 130,53
Hexadecanoat 37619,39 14854,55 53925,22 35932,42 51065,34 13353,36 48513,39 11999,52
Hexadecenoat 29431,50 17846,35 41028,66 33638,93 12092,09 6296,98 13465,96 3082,48
Hexose1 5436,63 886,92 3510,69 399,37 1700,19 707,95 517,25 286,76
Hexose2 797,45 144,65 482,98 116,31 243,49 40,36 427,48 97,05
Laktat 205735,75 15280,76 68419,91 6583,47 52733,16 6802,98 56893,85 9029,55
Leucin 28795,06 2656,14 10602,23 1582,37 15421,31 4139,47 3272,00 1117,59
Lysin 8265,14 1132,76 3791,41 707,53 8158,56 3484,48 3814,45 1226,04
Malat 31306,59 4573,02 1642,34 282,44 1563,62 400,74 1218,08 215,61
Mannitol 2781,44 768,69 1313,35 341,52 1047,14 526,80 1516,79 508,42
Mannose 1929,03 736,02 1138,11 411,35 679,98 192,04 981,37 253,65
N-Acetylglucosamin 957,78 412,56 1376,15 322,24 1249,49 321,37 2276,67 476,04
N-Acetylglutamat 32457,25 3158,81 23585,94 2379,96 19142,11 5163,46 20477,86 2038,59
N-Acetylornithin 357,38 114,03 2172,88 110,19 1071,91 377,85 4935,29 713,68
NA_1470.1 7382,70 1230,15 6937,41 1048,18 3163,49 665,42 2187,77 620,00
NA_1510.2 2772,62 1013,94 1274,64 212,01 7361,74 2239,42 4024,76 861,96
NA_2276.4 5083,68 658,53 3724,42 281,02 2546,76 337,62 4648,89 618,00
NA_2600.6 2667,66 1104,01 1290,63 157,34 2894,62 1182,53 4053,60 1028,76
NA226 10723,19 625,63 10552,32 2017,73 23007,53 4268,26 24022,22 3253,05
NA228 3326,88 502,40 3639,51 1323,61 5675,27 716,84 5110,57 820,31
NA261 1906,14 408,76 1865,53 277,68 728,85 227,00 362,40 91,02
NA357 5045,49 378,88 3308,25 517,66 1228,99 259,50 1981,10 280,70
NA374 5386,40 515,43 4649,31 628,55 1524,75 232,30 1497,78 215,23
NA384 9533,07 1114,53 6814,71 1645,22 2887,75 923,14 2955,89 866,75
NA435 2018,90 257,24 1213,31 88,28 1237,40 356,71 1068,63 374,50
NA492 1908,27 336,53 1164,02 364,73 623,02 79,97 698,20 130,14
NA526 2322,75 239,78 2445,68 276,22 1074,77 413,41 1384,90 653,78
Nicotinamid 14895,01 1498,10 10337,44 993,86 19694,90 3270,50 18260,26 1813,80
 (V1 10°C) S  (V1 10°C)  (V2 10°C) S  (V2 10°C)  (V1 30°C) S  (V1 30°C)  (V2 30°C) S  (V2 30°C)
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Metabolit
Octadecanoat 15103,65 2330,20 13030,57 1421,03 25017,74 5633,16 24549,98 7850,57
Octadecenoat 26433,23 16731,58 38956,84 31030,22 10809,92 7193,97 14051,51 3902,72
Ornithin 672,82 178,24 4328,01 746,38 3695,53 987,29 4546,43 1153,13
Pantothenat 3928,95 362,28 3676,40 218,11 1537,15 375,93 1815,25 146,87
Phenylalanin 14204,00 3016,80 10089,89 1818,84 3850,22 871,27 2717,27 413,27
Phosphomonomethylester 37753,68 5937,83 24337,08 1733,14 44942,73 8002,36 30772,21 3798,60
Putrescin 314505,53 42429,40 210764,15 21058,15 274348,22 41595,86 264928,32 19910,99
Pyroglutamat 458260,62 44803,18 376817,33 31855,04 400989,58 26666,89 301832,04 32896,58
Ribose 669,05 61,53 613,26 68,48 574,92 81,65 705,24 65,09
Ribulose-5-phosphat 1582,54 310,38 1638,07 234,27 784,93 194,47 797,02 164,76
Saccharopin 2000,88 288,61 1237,07 407,24 1255,17 424,38 1637,34 874,79
Serin 914,83 471,30 2256,96 229,81 624,78 140,66 590,54 204,75
Spermidin 2962,87 408,07 2171,76 511,14 467,51 149,58 633,94 275,89
Succinat 84890,06 6395,30 15016,87 1503,75 22531,90 3477,80 17130,00 2952,26
Succinat-methyleste 2547,70 205,39 1662,36 525,07 4229,56 949,97 1690,31 199,75
Tetradecanoat 5741,11 836,02 3324,32 905,86 8652,97 2556,10 8734,16 1352,07
Threonin 27988,28 1839,91 14564,32 1689,50 13765,23 3139,42 7187,75 931,97
Thymin 661,36 171,81 253,88 50,22 477,45 56,65 1267,86 325,39
TMP 3423,26 562,50 3422,39 751,68 7762,72 1776,18 6189,35 1186,00
Trehalose 3105,38 924,37 4415,20 1323,53 35959,80 8377,57 19579,54 3411,35
Tyrosin 24234,09 2184,94 18827,62 2333,87 8085,64 3853,28 1667,46 658,81
UMP 34819,59 4796,13 34242,47 7899,17 33576,94 8386,56 29063,40 4678,41
Unknown#bth-pae-038 452,52 93,55 1252,69 639,08 1357,06 304,67 465,10 107,08
Unknown#bth-pae-039 9905,52 2896,44 2725,97 983,25 2530,70 859,49 1880,83 472,50
Unknown#cja-ppu-001 5236,39 517,21 4179,55 274,63 3652,38 1101,54 3751,10 594,17
Unknown#cja-ppu-007 8446,08 1262,45 5047,78 701,99 9292,75 1234,58 7447,92 479,20
Unknown#cja-ppu-008 11740,81 1379,64 18213,45 1354,00 8270,54 1652,06 9032,77 1289,45
Unknown#cja-ppu-009 8465,53 1090,96 6097,70 514,52 7578,87 1352,39 9873,78 1209,94
Unknown#sst-cgl-094 345,45 61,69 228,11 10,22 869,19 202,52 936,33 304,06
Unknown#sst-cgl-095 1800,59 797,74 2605,94 864,62 2552,85 964,85 680,57 104,80
Unknown#sst-cgl-119 334904,42 38429,20 299905,96 31662,96 31216,51 7768,32 30094,72 4678,88
Unknown#sst-cgl-121 6377,19 410,80 7170,64 458,35 11385,14 1187,12 12468,30 1351,91
Unknown#sst-cgl-122 7471,16 2792,23 2314,88 627,58 4313,26 1487,62 2923,05 489,96
Uracil 4839,12 1425,52 2600,94 1218,30 5338,22 3224,05 2169,81 778,62
Uridin 4128,32 622,12 3333,15 124,05 5112,47 460,28 4759,49 590,63
Valin 703541,08 62400,05 590556,24 55258,39 183897,39 45876,25 106501,96 14713,00
Xylulose-5-phosphat 5719,52 2233,73 3655,70 3145,23 1549,14 372,52 2778,99 528,14
 (V1 10°C) S  (V1 10°C)  (V2 10°C) S  (V2 10°C)  (V1 30°C) S  (V1 30°C)  (V2 30°C) S  (V2 30°C)
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Weitere identifizierte Metabolite (nicht quantifizierbar):
Hexanoat Decanoat Xylose
Heptanoat Glycolsäure Phosphat / Pyrophosphat
Octanoat Methionin Quinat
Nonanoat Dodecanoat Octadecenoylglycerol
G Erweiterung der Massenspektrenbibliothek
Gemessene Standardsubstanzen und in die Spektrenbibliothek aufgenommene Derivate.
Name der Substanz Name des eingepflegten Derivats
KEGG-
Referenznr.
1,2,4-Trihydroxybenzol 1,2,4-Trihydroxybenzene_3TMS C02814
2-Keto-3-deoxyglukonsäure1
KDG_1_1MeOX_4TMS
KDG_2_1MeOX_4TMS
C00204
2-Toluylsäure o-Tuloic-acid_1TMS C07215
3-Hydroxybenzoesäure 3-Hydroxybenzoic-acid_2TMS C00587
4-Hydroxybenzoesäure 4-Hydroxybenzoic-acid_2TMS C00156
cis,cis-Muconsäure cis,cis-Muconic-acid_2TMS C02480
Gallussäure 3,4,5-Trihydroxybenzoic-acid_4TMS C01424
Gentisinsäure Gentisic-acid_3TMS C00628
Ölsäure
Octadecenoic-acid_1_1TMS
Octadecenoic-acid_2_1TMS
C00712
C01712
Palmitoleinsäure
Hexadecenoic-acid_1_1TMS
Hexadecenoic-acid_2_1TMS
C08362
β-Ketoadipinsäure
3-Ketoadipate_1_1MeOX_2TMS
3-Ketoadipate_2_1MeOX_2TMS
C00846
1 aus  enzymatischer  Synthese  (zur  Verfügung  gestellt  von  der  AG Siebers,  Universität 
Duisburg-Essen, Molekulare Enzymtechnologie und Biochemie)
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H Chemische Ionisation
N.d., nicht definiert
Name PCI EI
6,21 6,39 0,18 235
7,22 7,39 0,17 234
NA114002 8,14 8,32 0,18 236
10,02 10,21 0,19 262
10,74 10,92 0,18 352
11,46 11,65 0,19 315
Glycerol (3TMS) 11,57 11,76 0,19 309
12,32 12,51 0,19 292
12,62 12,81 0,19 263
14,41 14,60 0,19 336
15,34 15,54 0,20 322
15,43 15,63 0,20 306
17,65 17,86 0,21 274
17,73 17,94 0,21 350
17,89 18,11 0,22 320
18,01 18,23 0,22 292
19,53 19,75 0,22 299
20,11 20,31 0,20 364
22,51 22,73 0,22 377
23,17 23,38 0,21 461
23,39 23,61 0,22 363
23,52 23,74 0,22 430
24,27 24,49 0,22 421
NA226 24,55 24,77 0,22 420
28,44 28,65 0,21 327
28,86 29,07 0,21 329
30,36 30,58 0,22 341
30,88 31,10 0,22 343
32,04 32,26 0,22 353
32,39 32,62 0,23 355
40,12 40,34 0,22
AMP (5TMS) 44,55 44,76 0,21
Retentionszeit (min) Differenz (min) [M+H]+
Laktat (2TMS)
Alanin (2TMS)
Valin (2TMS)
Unknown#sst-cgl-008
Phosphat (3TMS)
Glycin (3TMS)
Succinat (2TMS)
Threonin (3TMS)
Diethanolamin (3TMS)
Beta-Alanin (3TMS)
Pyroglutamat (2TMS)
Aspartat (3TMS)
4-Aminobutanoat (3TMS)
Glutamat (2TMS)
keine Zuordnung
Glutamat (3TMS)
Putrescin (4TMS)
Glycerol-3-phosphat (4TMS)
Glutamin (3TMS)
Ethanolaminephosphat (4TMS)
Ornithin (4TMS)
Hexadecenoat (1TMS)
Hexadecanoat (1TMS)
Heptadecenoat (1TMS)
Heptadecanoat (1TMS)
Octadecenoat (1TMS)
Octadecanoat (1TMS)
Trehalose (8TMS) N.d.
N.d.
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I Strukturanalyse unbekannter Verbindungen
I.1 unknown#cja-ppu-001
Erklärung  der  Summenformel  C18H47NO7PSi4 durch  folgende  Produkt-Ionen  im  MS2-
Massenspektrum des Vorläufer-Ions m/z 532,2147.
Produkt-Ionen
Akkurat 
Masse
Exakte 
Masse
Fehler
(mu)
mSigma
Wert
Summenformel-
verlust
(m/z)
C8H24O4P1Si3 299,0720 299,0715 -0,5 26,3 C10H23N1O3Si1
C12H28N1O3Si2 290,1603 290,1602 -0,1 6,3 C6H19O4P1Si2
C11H24N1O2Si2 258,1332 258,1340 0,8 79,5 C7H23O5P1Si2
C10H23O2Si2 231,1240 231,1231 -0,9 12,9 C8H24N1O5P1Si2
C9H21O2Si2 217,1073 217,1075 0,2 35,5 C9H26N1O5P1Si2
C9H18N1O2Si1 200,1104 200,1101 -0,2 17,1 C9H29O5P1Si3
C5H13O2Si1 133,0676 133,0679 0,3 6,5 C13H34N1O5P1Si3
I.2 unknown#cja-ppu-008
Erklärung  der  Summenformel  C26H66NO7Si6 durch  folgende  Produkt-Ionen  im  MS2-
Massenspektrum des Vorläufer-Ions m/z 672,3450.
Produkt-Ionen
Akkurat 
Masse
Exakte 
Masse
Fehler
(mu)
mSigma
Wert
Summenformel-
verlust
(m/z)
C23H56N1O6Si5 582,2927 582,2948 2,1 40,6 C3H10O1Si1
C20H46N1O5Si4 492,2426 492,2448 2,2 32,7 C6H20O2Si2
C17H41O4Si4 421,2077 421,2076 0,1 36,6 C9H25N1O3Si2
C17H36N1O4Si3 402,1931 402,1947 1,6 29,7 C9H30O3Si3
C14H31O3Si3 331,1577 331,1576 -0,2 26,2 C12H35N1O4Si3
C13H31O3Si3 319,1573 319,1576 0,3 13,3 C13H35N1O4Si3
C12H31O3Si3 307,1574 307,1576 0,1 11,7 C14H35N1O4Si3
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Produkt-Ionen
Akkurat 
Masse
Exakte 
Masse
Fehler
(mu)
mSigma
Wert
Summenformel-
verlust
(m/z)
C10H24N1O3Si2 262,1289 262,1289 0,0 8,0 C16H42O4Si4
C9H21O2Si2 217,1077 217,1075 -0.3 17.8 C17H45N1O5Si4
C8H21O2Si2 205,1077 205,1075 -0,3 13,9 C18H45N1O5Si4
C5H13O2Si1 133,0677 133,0679 0,3 32,7 C21H53N1O5Si5
C4H11O1Si1 103,0571 103,0574 0,3 9,6 C22H55N1O6Si5
I.3 unknown#mse-ypy-001
Erklärung  der  Summenformel  C16H33O6Si3 durch  folgende  Produkt-Ionen  im  MS2-
Massenspektrum des Vorläufer-Ions m/z 405,1571.
Produkt-Ionen
Akkurat 
Masse
Exakte 
Masse
Fehler
(mu)
mSigma
Wert
Summenformel-
verlust
(m/z)
C13H23O5Si2 315,1075 315,1079 0,2 8,6 C3H10O1Si1
C12H23O4Si2 287,1124 287,1129 0,6 14,6 C4H10O2Si1
C11H23O2Si2 243,1222 243,1231 0,9 28,5 C5H10O4Si1
C10H13O4Si1 225,0580 225,0578 -0,3 6,6 C6H20O2Si2
C9H13O3Si1 197,0641 197,0628 -1,3 1,9 C7H20O3Si2
C8H13O2Si1 169,0667 169,0679 1,2 24,4 C8H20O4Si2
C7H5O4 153,0184 153,0182 -0,1 6,2 C9H28O2Si3
C6H5O3 125,0236 125,0233 -0,3 6,6 C10H28O3Si3
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I.4 unknown#mse-ypy-002
Erklärung der Summenformel  C39H91O13Si8 durch folgende Fragment- und Produkt-Ionen 
im APCI- und APCI-MS2-Massenspektrum des Vorläufer-Ions m/z 901,4098.
Produkt-Ionen
Akkurat 
Masse
Exakte 
Masse
Fehler
(mu)
mSigma
Wert
Kohlenstoffatome im 
Metabolit
(m/z)
C39H91O13Si8 991,4629 991,4608 -2,1 >100 15
C36H81O12Si7 901,4098 901,4107 0,9 13,8 15
C25H57O8Si5 625,2913 625,2894 -1,8 94,4 10
C22H47O7Si4 535,2390 535,2393 0,3 2,2 10
C17H41O5Si4 437,2025 437,2026 0,1 4,6 5
C14H33O4Si3 349,1685 349,1681 -0,4 7,1 5
C11H23O3Si2 259,1198 259,1180 -1,8 6,9 5
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J Aufbau einer Spektrendatenbank
Entität: „Unbekannte“
Attribut Datentyp Beschreibung
Unknown
id INT Primärschlüssel
nr INT Fortlaufende Nummer
name VARCHAR Bezeichnung des unbekannten Analyts
gmd_analyte_id VARCHAR GMD_Identifizierungsmerkmal
operator VARCHAR Autor der ersten Einpflegung
organism_code VARCHAR Name des Organismus (Abkürzung)
retention_index DOUBLE Retentionsindex des unbekannten Analyts
created DATE Datum der Einpflegung
comment VARCHAR Textfeld für Kommentare
organism_type VARCHAR Wildtyp oder Mutante
medium VARCHAR Name des Komplex- oder Minimalmediums
carbon_source VARCHAR Kohlenstoffquelle des Mediums
growth_phase VARCHAR Wachstumsphase der Probennahme
sum_formula VARCHAR Summenformel des Molekül-Ions (Derivat)
molecular_weight DOUBLE Molekulargewicht des Molekül-Ions (Derivat)
sum_formula_without_tms VARCHAR Summenformel (ohne Derivatisierungsgruppen)
molecular_weight_without_
tms
DOUBLE Molekulargewicht (ohne Derivatisierungsgruppen)
putative_metabolite_class VARCHAR Vermutliche Substanzklasse des Metabolits
putative_metabolites VARCHAR Auf die Informationen passende Metabolite
carbon_atoms INT Anzahl Kohlenstoffatome
nitrogen_atoms INT Anzahl Stickstoffatome
tms_groups INT Anzahl TMS-Gruppen
meox_groups INT Anzahl MeOX-Gruppen
Unknown_Organism
id INT Fortlaufende Nummer
organism_code VARCHAR Name des Organismus (Abkürzung)
comment VARCHAR Textfeld für Kommentare
unknown_id INT Fremdschlüssel: Organismus → Unbekannte
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Attribut Datentyp Beschreibung
Unknown_Quantification_Ion
id INT Fortlaufende Nummer
quantification_ion INT Quantifizierungsion des Analyts
unknown_id INT Fremdschlüssel: Quantifizierungsion → Unbekannte
Unknown_EI_Reference_Mass_Spectrum1 2
id INT Primärschlüssel
unknown_id INT Fremdschlüssel: Massenspektrum → Unbekannte
spectrum_type VARCHAR Ionisierungstechnik
data_type VARCHAR Centroid- oder Profildaten
filename_reference_
chromatogram
VARCHAR Dateiname des Referenzchromatogramms
average_over INT Anzahl der gemittelten Massenspektren
gc_ms_method VARCHAR Verwendete GC-MS – Methode
stable_isotope_label VARCHAR Art der Markierung mit stabilen Isotopen
derivatization_reagents VARCHAR Verwendete Derivatisierungsreagenzien
instrument VARCHAR Verwendetes Messinstrument
molecular_ion DOUBLE Molekül-Ion (m/z)
mass_Spektrum LONGTEXT Ionenspuren + Intensitäten
Unknown_APCI_MS2_Spectrum
id INT Primärschlüssel
unknown_id INT Fremdschlüssel: Massenspektrum → Unbekannte
spectrum_type LONGTEXT Ionenspuren + Intensitäten
data_type VARCHAR Centroid- oder Profildaten
filename_reference_
chromatogram
VARCHAR Dateiname des Referenzchromatogramms
average_over INT Anzahl der gemittelten Massenspektren
gc_ms_method VARCHAR Verwendete GC-MS – Methode
stable_isotope_lable VARCHAR Art der Markierung mit stabilen Isotopen
derivatization_reagents VARCHAR Verwendete Derivatisierungsreagenzien
instrument VARCHAR Verwendetes Messinstrument
molecular_ion DOUBLE Molekül-Ion (m/z)
mass_spectrum LONGTEXT Ionenspuren + Intensitäten
precursor_ion DOUBLE Vorläuferion (m/z)
collision_energy DOUBLE Kollisionsenergie
ion_polarity VARCHAR Positiv- /Negativ-Modus
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1Unknown_EI_Mass_Spectrum (wie Unknown_EI_Reference_Mass_Spectrum)
2Unknown_Mass_Spectrum (wie Unknown_EI_Reference_Mass_Spectrum)
Entitäten: „Derivate“ und „Metabolite“
Attribut Datentyp Beschreibung
Derivative
id INT Primärschlüssel
name VARCHAR Bezeichnung des Derivats
gmd_name VARCHAR Bezeichnung des Derivats (GMD)
retention_index FLOAT Retentionsindex des Derivats
retention_time FLOAT Retentionszeit des Derivats
BRENDA_ligand_id INT BRENDA – Identifizierungsmerkmal
gmd_analyte_id VARCHAR GMD – Identifizierungsmerkmal
sum_formula VARCHAR Summenformel des Derivats
molecular_weight FLOAT Molekulargewicht des Derivats
inchi LONGTEXT InChI – Code des Derivats
inchi_key VARCHAR InChI – Hash des Derivats
comment VARCHAR Textfeld für Kommentare
metabolite_id INT Fremdschlüssel: Derivat → Metabolit
kegg_id VARCHAR KEGG – Nummer des Derivats
Organism
id INT Fortlaufende Nummer
organism_code VARCHAR Name des Organismus (Abkürzung)
comment VARCHAR Textfeld für Kommentare
derivative_id INT Fremdschlüssel: Organismus → Derivat
Quantification_Ion
id INT Fortlaufende Nummer
quantification_ion INT Quantifizierungsion des Derivats
derivative_id INT Fremdschlüssel: Quantifizierungsion → Derivat
Mass_Spectrum
spectrum_id INT Fortlaufende Nummer
derivative_id INT Fremdschlüssel: Massenspektrum → Derivat
num_peaks INT Anzahl der Ionenspuren
mass_spectrum LONGTEXT Ionenspuren + Intensität
type VARCHAR Ionisierungstechnik
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Attribut Datentyp Beschreibung
Derivative_Synonym
id INT Fortlaufende Nummer
synonym_name VARCHAR Synonyme: Name der vormals unbekannten Verbindung, 
Name externer Datenbanken
derivative_id INT Fremdschlüssel: Synonym → Derivat
Metabolite
id INT Primärschlüssel (Metabolit)
name VARCHAR Bezeichnung des Metabolits
gmd_name TEXT Bezeichnung des Metabolits (GMD)
BRENDA_group_id INT BRENDA – Identifizierungsmerkmal
gmd_metabolite_id VARCHAR GMD – Identifizierungsmerkmal
chebi_id VARCHAR ChEBI – Identifizierungsmerkmal
kegg_id VARCHAR KEGG – Identifizierungsmerkmal
comment VARCHAR Textfeld für Kommentare
inchi LONGTEXT InChI – Code des Metabolits
inchi_key VARCHAR InChI – Hash des Metabolits
inchi_short VARCHAR InChI – Code des Metabolits ohne spezifische Layer
sum_formula VARCHAR Summenformel des Metabolits
molecular_weight FLOAT Molekulargewicht des Metabolits
synonym VARCHAR Synonyme des Metabolits
cas_no VARCHAR CAS – Nummer des Metabolits
class VARCHAR Substanzspezifische Verbindungsklasse
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